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1 INTRODUCCION

somete durante la actividad fisica diaria. Dichas cargas determinan el comportamiento del tejido 6seo, el

cual se manifiesta a través de un proceso repetido de renovacion realizado por las células Gseas: la
remodelacion dsea. Gracias a este proceso el hueso se adapta al medio mecanico y biolégico que le rodea, al
mismo tiempo que consigue conservar la homeostasis de Calcio en el cuerpo.

I a masa Yy arquitectura del hueso estan influenciadas por las cargas mecanicas a las que este tejido se

La remodelacion 6sea es realizada por una asociacion temporal de células llamada basic multicelular unit
(BMU) compuesta por un conjunto de células que reabsorben y que segregan hueso (osteoclastos y
osteoblastos, respectivamente) que de una forma secuencial y organizada realizan este proceso dando como
resultado posibles cambios en la porosidad del hueso, anisotropia, una disminucién en la densidad de
microgrietas y una disminucion en el contenido de mineral [1]. Este altimo hecho tiene lugar gracias a que las
BMUs actlian sobre el tejido 6seo mas viejo, es decir, el mas mineralizado y por tanto, el mas dafiado, pues
presentara mayor nimero de microgrietas, y sustituyen ese tejido por uno nuevo e intacto llamado osteoide, el
cual estd compuesto inicialmente solo de materia organica (principalmente colageno y agua).

1.1 Motivacion

En el periodo de vida de una BMU podemos distinguir tres etapas [2]: activacion, reabsorcion y formacion,
seguidas de una etapa de inactividad. Muchas enfermedades dseas como la osteoporosis, la enfermedad de
Paget o el cancer de hueso se deben a desequilibrios en el ciclo activacion-reabsorcion-formacion de la
remodelacion désea. De aqui surge la motivacion de este trabajo por estudiar el comportamiento de las células
Oseas que llevan a cabo la remodelacion. Estas células son principalmente de dos tipos: las de linaje
osteoclastico, derivadas de células hematopoyéticas, y las de linaje osteoblastico, procedentes de células
mesenquimales localizadas en la médula 6sea, el bazo o el higado. Durante la actividad de una BMU podemos
encontrar estas células en diferentes estados de maduracion desde su diferenciacion a partir de las células ya
mencionadas hasta su muerte celular o apoptosis.

Ademas de la actuacion de dichas células, numerosas investigaciones revelan interacciones endocrinas,
paracrinas y autocrinas que implican la participacion de receptores y ligandos en el proceso de remodelacion
Osea. Sin embargo, debido a la complejidad del sistema regulatorio del hueso y de los numerosos factores e
interacciones implicadas, atin no se comprende por completo el comportamiento de dicho sistema.

Los modelos matematicos proporcionan una herramienta poderosa para reducir la ambigtiedad y comprender
las causas y los efectos de sistemas complejos, nos permiten probar hipdtesis experimentales y teoricas,
hip6tesis que serian dificiles o imposibles de comprobar in-vitro o in-vivo. A pesar de esto, existen
relativamente pocos modelos matematicos que estudien el efecto de las interacciones conocidas entre las
células dseas, entre ellos se encuentran el modelo propuesto por Kamarova et al. [3], el modelo de Lemaire et
al. [4] o el modelo de Pivonka et al. [2]. Los dos primeros modelos permiten realizar investigaciones
cuantitativas de varios aspectos de la remodelacion 0Osea, incluyendo la eficacia de terapias actuales y la
verificacion de hipdtesis. Sin embargo, el modelo de Pivonka et al. es el primero en investigar la estructura del
modelo de interacciones célula a célula de manera tedrica.

A raiz de esto, motivados por el interés en conocer mejor todo el proceso de remodelacion 6sea y dado el
escaso nimero de modelos existentes en los que se estudie dicho proceso, se decide desarrollar el modelo ya
propuesto por Pivonka et al. para tratar de acercarlo cada vez mas a la realidad del proceso de remodelacion.



1 Introduccion

1.2 Objetivos

Pivonka et al. [2] considera como variables dindmicas del modelo las poblaciones celulares de osteoblastos
precursores (OBp), osteoblastos activos (OBa) y osteoclastos activos (OCa), en modelos posteriores [5]
incluye también la poblacién de osteoclastos precursores (OCp). Es por ello que el objetivo principal de este
trabajo se centra en incluir una poblacion celular méas al modelo, la poblacion de osteocitos.

Los osteocitos son células no proliferativas terminalmente diferenciadas del linaje de los osteoblastos, es decir,
gue se originan en la etapa final de la diferenciacion de los osteoblastos.Cuando un osteoblasto alcanza su
estado de madurez puede diferenciarse en células de borde, osteocitos o simplemente sufrir apoptosis. Todas
estas etapas celulares seran explicadas con mayor detalle en los capitulos posteriores.

Los osteocitos se encuentran enterrados en la matriz 6sea ocupando unos espacios llamados lagunas
osteociticas que estan conectadas entre si a través de unos conductos denominados canaliculos. A través de
estos conductos los osteocitos pueden enviar sefiales a las células dseas que les rodean y de esta forma
informar del estado del tejido Gseo en cada momento. Dichas sefiales son emitidas a través de moléculas que al
entrar en contacto con las células 6seas pueden alterar su comportamiento y diferenciacion. Un ejemplo de
estas moléculas es el ligando del receptor activador del factor nuclear kappa-beta (RANKL) que tiene un
papel fundamental en la diferenciacion de osteoclastos.

Como podemos comprobar, los osteocitos juegan un papel fundamental en el proceso de remodelacion Gsea y
de ahi el interés en pasar a considerarlos como una variable dindmica mas del modelo matematico.

Con el fin de llevar a cabo nuestro objetivo principal, sera necesario disefiar una serie de ecuaciones que
permitan implementar el efecto de los osteocitos en el modelo ya existente. A raiz de la creacién de las nuevas
ecuaciones surgen una serie de objetivos particulares centrados en analizar el efecto de los nuevos pardmetros
implementados sobre las variables dindmicas del modelo y su adecuacion a unos resultados coherentes. Es
decir, trataremos de analizar cémo de sensible es el modelo a variaciones en los nuevos parametros de forma
que se llegue a soluciones estables y, por tanto, aceptables.

1.3 Estructura del documento

En primer lugar, a lo largo del Capitulo 2 se desarrollan varias nociones sobre biologia 6sea de importante
relevancia para la mejor comprension del documento. Entre ellas, se tratara de explicar la composicion del
hueso, los tipos de huesos v tejidos 6seos y, por supuesto, el proceso de remodelacion 6sea, cuya comprension
es crucial para entender la importancia de este trabajo.

En segundo lugar, en el Capitulo 3, se realiza un recorrido por los modelos de remodelacion ésea mas
relevantes para la elaboracion de nuestro proyecto. Comenzando por el modelo de Pivonka et al. [2], pasando
por modelos posteriores como el de Buenzli et. al [6], el de Pivonka et al.de 2013 [5] o el de Buenzli de 2015
[7]. Ademés, en este capitulo se desarrollan las nuevas ecuaciones creadas para incluir el efecto de los
osteocitos en los modelos anteriores, dando lugar a expresiones gque o bien modifican las ya existentes, o bien
son completamente nuevas.

El Capitulo 4 es el cuerpo central de este documento, en él se exponen los resultados obtenidos tras la
aplicacion del nuevo modelo. Se analiza la influencia de los nuevos pardmetros en las polaciones de OBa,
OBp, OCa, OCp y osteocitos, asi como en el dafio, la porosidad y la fraccion de ceniza.

Finalmente, en el Capitulo 5 se exponen las conclusiones obtenidas tras el andlisis de los resultados, dando
lugar a la consideracion de este nuevo modelo como un modelo valido y Util para alcanzar los objetivos que
hemos planteado.



2 BIOLOGIA OSEA

y ligamentos forman parte de este sistema. En adelante nos centraremos en el estudio de la parte
esquelética del mismo, es decir, en los 206 huesos, que unidos mediante articulaciones, conforman el
esqueleto humano.

EI sistema musculoesquélico da forma y movimiento al cuerpo humano. Huesos, articulaciones, masculos

Los huesos desempefian una serie de funciones fundamentales para la vida y el desarrollo del individuo, entre
las cuales destacan las siguientes:

1. Funcion estructural: proporcionan un soporte y dan forma al cuerpo, actuando como sostén contra la fuerza
de la gravedad. Sirven de proteccion a los drganos vitales, manteniéndolos a salvo frente a impactos.

2. Funcién locomotora: su interaccién con el sistema muscular permite la generacién de movimiento, gracias a
la accion combinada de musculos, huesos, articulaciones y tendones.

3. Reserva de minerales: los huesos actlan como reserva de calcio, cuando este mineral escasea en alguna
zona del cuerpo, es posible extraerlo del hueso y transportarlo a través de la sangre hasta donde sea necesario.

4. Almacén de médula 6sea: la médula dsea se encuentra rellenando los poros del tejido 6seo, desde donde
acttia como fuente principal de produccion de células madre, glébulos rojos y glébulos blancos, esenciales
para nuestro organismo.

Los huesos, ademas de las funciones anteriores, son capaces de “regenerarse”, es decir, se van renovando
conforme el tejido va envejeciendo dando lugar a un nuevo hueso mas joven, con menor cantidad de mineral.
De esta forma se reduce el desgaste provocado por el uso diario o los malos habitos. Todo este proceso de
renovacion se denomina remodelacion 6sea y es el motivo por el cual se ha decidido llevar a cabo este trabajo.
Estudiando y modelando el proceso de remodelacion dsea es posible acercarse al comportamiento del tejido
06seo, posibilitando el control y la prevencion de enfermedades causadas por fallos en el mismo.

A continuacion expondremos los tipos, la composicion, la estructura y las propiedades mecéanicas del hueso
para poder entender con mayor claridad el proceso de remodelacion dsea.

21 Tipos de hueso

Segun su forma y sus funciones los huesos pueden clasificarse en los siguientes grupos: huesos largos, huesos
cortos, huesos planos, huesos irregulares y huesos sesamoideos.

211 Huesos largos

En este tipo de huesos una dimension predomina respecto a las otras dos, ejemplos de ello son el fémur, la
tibia o el himero. Son huesos acostumbrados a sopotar cargas muy elevadas y de naturaleza variada segun su
posicion en el esqueleto: flexion-compresion, flexion-traccion o solo flexion. Ya en el siglo XVII, Borelli [8]
explicd porqué las cargas soportadas por este tipo de huesos podian ser tan elevadas. EI motivo es que para que
sea posible el movimiento de las extremidades, los muasculos tienen que contraerse y tirar de los huesos, sin
embargo, la contraccion que producen estos esta muy limitada y es necesario amplificarla para poder realizar
movimientos normales. En este proceso, los huesos acttian como palanca recibiendo las reacciones provocadas
por las contracciones musculares. Por ejemplo, para levantar un peso con la mano, el biceps, que se inserta en
el radio (hueso largo), debe ejercer una fuerza nueve veces mayor que el peso que ha de levantar y toda este
esfuerzo recaerd por tanto en el hueso.

En los huesos largos se pueden distinguir tres regiones anatomicas (ver Figura 2.1): a) Epifisis; son los
exptremos del hueso, constituidos por hueso trabecular recubierto de una capa de hueso cortical. Es la parte
encargada de interaccionar con los otros huesos para formar las articulaciones mediante el cartilago articular
que se encuentra en su extremo. b) Diéfisis; es la zona central del hueso plano, tiene forma de cilindro hueco
con paredes gruesas formadas por tejido 6seo cortical. En su interior se encuentra la médula dsea. ¢) Metéfisis;

3



2 Biologia dsea

es la zona intermedia entre las dos anteriores. La di&fisis se ensancha en los extremos, a la vez que disminuye
el espesor de la capa de tejido cortical y comienza a aparecer hueso trabecular.

Epifisis \

i Médula
Metaﬁ{is '

6sea roja
Médula
'j osea amarilla

Diafisis

\
\

\

Metafisis \
\
Epifisis / \)

\

Nt

Figura 2.1. Partes del hueso largo. Tomado de [9].

2.1.2 Huesos cortos

Los huesos cortos no tienen una dimension predominante, todas las dimensiones son del mismo orden. Suelen
encontrarse agrupados y permiten el movimiento de las extremidades. Su funcién fundamental es dar sostén y
soportar pesos. Ejemplos de este tipo de hueso son las vértebras, el carpo o el tarso. Ver Figura 2.2.

Caorto (virtebrz)

Plano (paretal)

Figura 2.2. Hueso plano y hueso corto. Adaptado de [10].

21.3 Huesos planos

Se caracterizan por tener dos dimensiones mucho mayores que la tercera. Su funcién principal es proteger los
organos y las zonas delicadas del cuerpo, como el caso del craneo, que protege el cerebro. Son huesos que
apenas soportan cargas. Su forma es aplanada. Otros ejemplos de este tipo de huesos son el oméplato y las
crestas iliacas. Ver Figura 2.2.

21.4 Huesos irregulares

Son huesos de formas caracteristicas y diferentes, de tal manera que no pueden encuadrarse dentro de los tipos
anteriores. Los huesecillos del oido representan ejemplos claros de huesos irregulares.

4



Modelo de Remodelacion Osea Basado en Poblaciones Celulares con el Efecto de los Osteocitos

2.1.5 Huesos sesamoideos

Se trata de huesos pequefios y redondeados que se encuentran junto a las articulaciones. Tienen la mision de
incrementar la funcion de palanca de los musculos. Un ejemplo de este tipo de huesos es la rétula. Ver Figura
2.3.

Fémur
Ligomento cruzade

{ posterior
cruzado .

&
N

Menisco lateral I.Acm'sco medial

Peroné Tibia

Figura 2.3. Hueso sesamoideo: rétula. Tomado de [11].

2.2 Tejido 6seo

El tejido 6seo es una variedad de tejido conjuntivo que forma los huesos. Como todos los tejidos conjuntivos
esta formado por una matriz, en este caso es una matriz extracelular llamada matriz ésea, y por células.

2.21 Matriz 6sea

La matriz dsea estd compuesta principalmente de una fase organica, una fase mineral y agua.

La componente orgénica, conocida como osteoide, constituye el 20% de la matriz dsea y estad formada
principalmente por colageno tipo I, aungue también presenta colageno tipo 111y tipo V1. En menor medida esta
compuesta por proteinas no colagenas como la osteocalcina, la osteonectina, la osteopontina o la sialoproteina
Osea, y por proteoglicanos. El colageno se dispone en cadenas de triple hélice que constituyen fuertes fibras,
las cuales aportan al tejido dseo resistencia a traccion y sobretodo flexibilidad.

La componente inorganica del tejido dseo es una fase mineral denominada hidroxiapatita, formada por fosfato
de calcio cristalino, Ca,,(PO,),(OH),, supone el 70% del peso total de la matriz ¢sea. El cristal de

hidroxiapatita puro presenta una estructura de simetria hexagonal que al agruparse con otros cristales da lugar
a una superceldilla de simetria ortorrombica. Las impurezas presentes en €l hacen que termine presentando una
estructura amorfa. Esta componente es la encargada de aportar resistencia a compresion y rigidez al hueso,
ademas sirve como reserva de iones. EI 90% del calcio, el 85% del fosforo y cerca del 50% del sodio vy el
magnesio presente en el cuerpo humano se almacenan en esta componenete mineral.

El agua presente en la matriz 6sea supone en torno al 10% del total de la misma. Durante la formacion del
tejido Gseo, éste estd compuesto solo por osteoide (fase organica) y agua, pero a medida que envejece, el agua
va siendo sustituida por la fase mineral, es lo que se conoce como proceso de mineralizacion.

2.2.2 Células 6seas

El tejido 6seo esta formado por varios tipos de células 6seas, cada una de las cuales desarrolla un papel bien
definido en el proceso de remodelacion 6sea. Los cuatro tipos de células més destacables son: osteoclastos,
osteoblastos, osteocitos y células de borde. Tanto los osteoclastos como los osteoblastos sufren
diferenciaciones durante la remodelacion dsea desarrollando funciones diferentes segin la etapa de
maduracion en la que se encuentren. Los osteocitos y las células de borde son resultado de la diferenciacion
final de osteoblastos.
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A continuacion detallaremos las caracteristicas de cada uno de estos cuatro tipos de células:

2.2.21 Osteoclastos

Los osteoclastos se diferencian a partir de células madre hematopoyéticas, gracias a la union de varios
osteoclastos precursores mediante la accion del factor de estimulacién de colonias de macréfagos (M-CSF),
debido a ello son células multinucleadas que pueden presentar desde 3 hasta 20 nucleos. Pueden alcanzar un
tamafio de 100 um y contienen gran cantidad de mitocondrias y vacuolas en su citoplasma. Su funcion es
reabsorber el tejido 6seo dafiado o en desuso. A traves de la zona de su superficie que esta en contacto con el
hueso segregan &cidos que provocan una disminucion del PH y disuelven el mineral del tejido 6seo. La fase
organica del hueso es disuelta gracias a enzimas segregadas también por los osteoclastos. La velocidad de
reabsorcién de los osteoclastos puede alcanzar las decenas de micras al dia. Una vez que han completado su
funcion, los osteoclastos sufren apoptosis, es decir, muerte celular programada. Ver Figura 2.4.

Figura 2.4. Osteoclasto reabsorbiendo superficie 6sea. [12].

2.2.2.2 Osteoblastos

Los osteoblastos se diferencian de células madre mesenquimales, tardando entre 2 y 3 dias en hacerlo. Para
diferenciarse necesitan un cierto nivel de estimulo mecanico que provocarad la aparicion de factores de
crecimiento como el TGF-B o factores de regulacion como el PTH. Estas células son mucho menores en
tamafio que los osteoclastos, pues poseen un unico nucleo y tienen forma cuboidal. Son responsables de la
formacion de matriz dsea, aunque segregan solo la fase mineral, el osteoide. El espesor de la capa de osteoide
crece a una velocidad de 1 um por dia, aproximadamente. También segregan RANKL, que interviene en la
diferenciacién de los osteoclastos. Al finalizar su actuacion, los osteoblastos pueden sufrir apoptosis, también
pueden quedar atrapados en la matriz ésea y transformarse en osteocitos, 0 quedarse en la superfie del hueso
dando lugar a células de borde. Ver Figura 2.5.

OSTEOCITOS JOVENS . Wi Cas |

T
LY

‘3-",& % & 1 = a
g . S Do
_ . ap '
A\ .

- Al et o

, O = o el
L @e :
& _OSTEOBLASTOS
- S < o
- : R - r ol

Figura 2.5. Osteoblastos. Adaptado de [13].

2.2.2.3 Osteocitos

Son céulas terminales diferenciadas de los osteoblastos que se quedan atrapados dentro de la matriz 6sea en las
llamadas lagunas osteociticas. Al diferenciarse se estiran dando lugar a unas prolongaciones o dendritas que, a
través de tuneles dentro de la matriz, denominados canaliculos, se conectan con otros osteocitos y con las
células de borde. Constituyen méas del 90% de todas las células 6seas. Su funcion es “sentir” los estimulos a los
que esta sometido el hueso e informar a las células efectoras (osteoclastos y osteoblastos) para que puedan
realizar sus funciones de reabsorcién o formacién segin las necesidades del tejido dseo. Esta propiedad
mecanosensible de los osteocitos tiene lugar gracias al flujo de fluidos que circulan por el sistema lacuno-
canalicular (resultado de la union entre los canaliculos y las lagunas osteociticas), en el que se transportan las
moléculas que transmiten la informacién de unas células a otras.
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Figura 2.6. Osteocitos conectados mediante sus prolongaciones, ubicados em las lagunas osteociticas. Tomado de [14].

2.2.2.4 Células de borde

Al igual que los osteocitos, las células de borde provienen de osteoblastos que han terminado su actividad de
secrecion de osteoide. Sin embargo, no quedan enterrados dentro de la matriz, sino que se sitlan sobre la
superficie de la misma cubriéndola casi por completo y cambiando su forma a otra més plana y alargada (ver
Figura 2.7). Tienen un papel crucial en la homeostasis de calcio, transfiriéndolo de la matriz 6sea a la médula
cuando la concentracion en sangre desciende. Protegen a la matriz dsea de diversos agentes quimicos presentes
en la sangre que pueden disolver el mineral. Se comunican con los osteocitos a través de las dendritas de estos
Gltimos y poseen receptores de hormonas (como el estrogeno o la PTH), asi como de otros mensajeros
guimicos que pueden iniciar la remodelacién si es necesario. Cuando se inicia la remodelacion 6sea deben
retirarse de la superfice para que los osteoclastos actuen disolviendo la matriz, para lo cual forman un conducto
con los vasos cercanos.

Figura 2.7. Células de borde.

2.3 Tipos de tejido 6seo

El tejido 6seo se puede clasificar atendiendo a diversas caracteristicas, en nuestro caso lo diferenciaremos
segun su porosidad en tejido dseo cortical y tejido 6seo trabecular.

2.3.1 Tejido dseo cortical

Este tipo de tejido también se conoce como tejido compacto, es denso y sus cavidades son solo visibles al
microscopio. Constituye la mayor parte del esqueleto humano y su porosidad esté entre 0.05 y 0.15. Este tejido
se encuentra en la diafisis de los huesos largos y envolviendo el tejido trabecular a modo de corteza.

En la microestructura de este tejido encontramos:

- Canales de Havers. Son conductos que contienen los nervios y capilares que nutren al hueso. Estan
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orientados segun la direccion longitudinal al eje del hueso. Los canales de Havers estan rodeados de
lamelas concéntricas que dan solidez al tejido cortical.

- Canales de Volkman. Son mas cortos y se disponen transversalmente uniendo los canales de Havers
entre si y con la capa exterior del hueso, el periostio. Por ellos también circulan vasos sanguineos.

- Cavidades de reabsorcién. Son huecos temporales creados por los osteoclastos durante la fase de
reabsorcion.

- Osteonas. Es el conjunto formado por los canales de Havers y las lamelas que los rodean. La osteona
es la unidad estructural del hueso compacto y se van originando como resultado de la remodelacion
Gsea. Ver Figura 2.8.

2.3.2 Tejido dseo trabecular

También se conoce como tejido esponjoso. Esta formado por una red tridimensional de espiculas o trabéculas
ramificadas que dan lugar a una serie de huecos en los que se encuentra la médula dsea. Las trabéculas se
disponen segun la direccion de la carga para hacer que el tejido sea lo mas 6ptimo posible. La porosidad de
este tejido esta entre 0.65 y 0.85. En su microestructura no aparecen osteonas, solo las trabéculas, y los vasos
sanguineos no penetran en ellas.

El tejido trabecular esta presente en huesos cortos, huesos planos y en la epifisis de los huesos largos. Es mas
activo que el hueso cortical, se renueva con mayor frecuencia por medio de la remodelacién ésea. Por ello, es
mas sensible a cambios bioguimicos, hormonales y nutricionales. Debido a esto, la mayor parte de las fracturas
originadas por la osteoporosis se producen en huesos con gran cantidad de tejido trabecular, como es el caso
de las vértebras y la zona superior del fémur.

En la Figura 2.8 vemos la seccion de un hueso en la que se aprecian todas las estructuras antes mencionadas:
(1) hueso cortical, (2) hueso trabecular, (3) osteona,(5) canales de Havers, (6) canales del Volkman, (7)
lamelas concéntricas, (8) periostio, y (9) vasos sanguineos y nervios.

Figura 2.8. Seccién de un hueso largo. Adaptado de [15].

2.4 Comportamiento mecanico del hueso

Las propiedades mecénicas del hueso dependen del tipo de tejido 6seo del que se trate, es decir, de su
microestructura, la cual sera el resultado de las cargas a las que ese hueso esté normalmente sometido.

2.41 Hueso cortical

El hueso cortical, cuya estructura esta formada por los canales de Havers, es mucho mas rigido en direccién
longitudinal que en direccion transversal, ya que las osteonas estan orientadas longitudinalmente aportando
resistencia en esta direccién. Al tratarse de un material simétrico, presenta la misma rigidez a traccién que a
compresion. Sin embargo, aguanta mas en compresion para cualquier direccion, recordar que la fase mineral
del hueso, la hidroxiapatita, tiene una gran resistencia a compresion.Con lo cual este tipo de tejido 6seo es
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bueno para resistir tensiones preferentemente axiales, aquellas a las que estdn sometidos los huesos largos.

Las propiedades mecénicas del hueso cortical, como el médulo de Young y la tension ultima a traccion,
dependeran de la porosidad y del contenido de mineral que presente, o sea, de su densidad. La porosidad afecta
de forma considerable a las propiedades mecéanicas del hueso, pues cuanto mayor sea el volumen de poros,
menor sera la rigidez de la estructura 6sea. Mientras que el contenido de mineral aumenta en gran medida la
resistencia del hueso, al mismo tiempo que incrementa su fragilidad. Segun Currey [16], cuando se da un
aumento excesivo de la fraccion de ceniza (cantidad de mineral respecto al total de masa seca en el hueso), el
hueso se vuelve mas fragil, sus propiedades a fatiga empeoran y es mas débil a altas velocidades de
deformacion, lo cual aumenta el riesgo de rotura.

Ademas el hueso cortical presenta propiedades viscoelasticas, es decir, que cambian con la velocidad de carga,
como es el caso de modulo de Young y la resistencia Ultima a tension. Esto ocurre en materiales que presentan
agua entre sus componentes. Al aumentar seis érdenes de magnitud la velocidad de carga, el médulo de Young
aumenta al cuadrado v la resistencia Gltima aumenta al cubo. Sin embargo, el material se hace mas fragil. La
viscoelasticidad cobra importancia durante impactos y caidas donde se produce un importante aumento de la
velocidad de carga, con un consiguiente aumento de la fragilidad.

La edad también influye en el comportamiento mecénico del hueso cortical. La resistencia disminuye un 2%
por década, mientras que la deformacion dltima en rotura disminuye drasticamente, un 10% por década. Con
lo cual el hueso es cada vez menos rigido, menos resistente y mas fragil, como consecuencia del auemtno de la
concentracion de mineral.

2.4.2 Hueso trabecular

El comportamiento mecanico del hueso trabecular va a depender de su densidad. En este tejido se distingue
entre densidad tisular y densidad aparente. La densidad tisular es la densidad de la matriz ésea, depende del

. . . m .
contenido de mineral y suele ser relativamente constante: p;, = v donde Vs es el volumen de hueso sin
b

contar los poros, este parametro no varia mucho a lo largo de la vida del individuo, por lo que no influye
mucho en las propiedades del hueso. La densidad aparente (o porosidad) es la masa respecto al volumen total:

Psp = varia mucho en el hueso trabecular y tiene una gran influencia en sus porpiedades mecanicas.
t
El tejido trabecular es mas fragil a traccion, y depende altamente del valor de p,, , la cual varia mucho segin el

lugar anatémico en el que se encuentre. Beaupré et al. [17] obtuvieron experimentalmente una expresion para
el moédulo de Young y otra para el coeficiente de Poisson, validas tanto para hueso cortical como para

trabecular, haciendo distincion con una densidad aparente de p,, =1.29 /cm®:

c 2014p2° si p,, <1.2g/cm’ w
= 11
1763p37 si p, >1.2g/cm’

p

02 si pp<12g/cm’

V= o (1.2)
0.32 si p_>1.2g/cm®

La influencia de la edad en el hueso trabecular es bastante considerable, la densidad aparente se va reduciendo

debido a la disminucidn del tamafio de las trabéculas y del nimero de ellas.

Por ultimo, destacar que el tejido trabecular es mucho més rigido en la direccion de orientacion de las
trabéculas, las cuales se van alineando segun la aplicacién de las cargas. Esto se consigue gracias a la
remodelacion Osea, que permite regenerar el hueso nuevo en la direccién mas conveniente.
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2.5 Remodelacion 6sea

Ahora que ya estamos familiarizados con la biologia del hueso, podemos dar pie a la explicacion del proceso
de remodelacion 6sea.

El hueso es un tejido vivo capaz de repararse de manera continua adapatandose al estimulo mecanico al que se
encuentra sometido. De forma que si nuestra actividad diaria es mayor, se formara més cantidad de hueso
aumentado la densidad de éste, habrd formacion neta de hueso. Mientras que si nuestra actividad fisica es
escasa, el estimulo mecanico serd bajo y habra reabsorcion neta de hueso, disminuyendo la densidad de éste.
Como vemos, es un proceso en el que la densidad aparente del hueso y, por tanto, su rigidez, van variando.
Este proceso es el conocido como Remodelacion Osea Interna (ROI).

Ademas de esto, el hueso puede repararse cuando se fractura, pero lo realiza mediante otro proceso diferente,
la consolidacion Gsea, que no es objeto de este trabajo.

La remodelacion 6sea es un proceso lento, ordenado y no localizado, es decir, que se produce por todo el
cuerpo indiferentemente. Existen dos tipos de remodelacion 6sea: la remodelacion dsea interna (ROI) y la
remodelacién dsea externa (ROE). El interés de nuestro trabajo se centra en la ROI, sin embargo daremos
algunas nociones sobre la ROE:

La remodelacion Gsea externa ocurre principalmente en la infancia, durante la creacién de los huesos, éstos
van aumentando su tamafio y tomando la forma que tendran cuando el individuo sea adulto. Este tipo de
remodelacién 6sea también ocurre cuando, tras algin trauma o fractura, el hueso necesita ser reabsorbido en
algunas zonas y formarse en otras. A diferencia de la ROI, en la ROE la actividad de los osteoclastos y los
osteoblastos es independiente. La velocidad de esta remodelacion es cada vez menor conforme envejece el
individuo, mientras que la ROI ocurre durante toda la vida y no produce cambios de forma o tamafio.

Procedemos a continuacion a explicar con detalle la remodelacion 6sea interna:

La ROl es el resultado de una coordinada funcion de reabsorcion y formacion de hueso sobre amplias regiones
y durante periodos prolongados de tiempo, que implica la actuacion secuencial de osteoclastos y osteoblastos.
La adaptacion dsea se produce en focos bien localizados formados por paquetes de unidades celulares que
Frost [18] llamd “unidades basicas multicelulares” (BMU).

2.5.1 Fisiologia del proceso de ROI

El hueso es una estructura éptima, es decir, consigue la maxima rigidez con el minimo peso. La funcion de la
remodelacién dsea interna es preservar esta forma de optimizacion y ademas reparar el dafio presente en el
hueso. Se cree que las BMU se activan por dos motivos: desuso y presencia de microdafio. Los osteocitos
juegan un papel fundamental en la activacion de las BMU participando como células mecanosensibles.

Segun el concepto de auto-optimizacion de Carter, cuando hay desuso del hueso, es decir, un estimulo
mecénico bajo, la BMU produce reabsorcion neta de hueso, con lo cual disminuye la densidad de éste y su
mddulo de Young. Dado que ¢ = E-g, para mantener constantes las tensiones, si disminuye E debe aumentar
¢y con ello aumentaré el estimulo, cerrandose asi el ciclo:

Desuso: 4 6 — Formacioén < Reabsorcién —4 p »4 E =T ¢ »7 estimulo

Cuando hay sobrecarga, es decir, un estimulo mecanico alto, la BMU produce formacion neta de hueso,
aumentando asi la densidad del tejido y con ello su médulo de Young y reistencia. Al igual que antes, para
mantener constante la tension, en este caso deben disminuir las deformaciones y con ello el estimulo:

Sobrecarga: T 6 — Formacién > Reabsorcion »T p T E =4 £ > estimulo

Siempre se consigue que el nivel de deformacidn, o sea, el nivel de estimulo, sea aquel con el que el hueso se
siemte comodo.

Todo esto ocurre gracias a los osteocitos, que actian como células mecanosensibles. Estas células estan en
contacto constante con un flujo de fluido que circula a través del sistema lacuno-canalicular, compuesto por las
lagunas de los osteocitos y una serie de canales (canaliculos) que conectan a los osteocitos entre si 'y con las
células de borde. Segun la teoria inhibitoria de Martin [19], las células de borde siempre estan controladas por
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una sefial inhibitoria y solo cuando ésta deja de actuar provocan la activacion de la remodelacion. Cuando el
hueso esta bajo condiciones de carga normales, esta sefial inhibitoria esté activada y las células de borde no
activan las BMUs. Sin embargo, cuando hay desuso, el flujo de fluido que circula por el sistema lacuno-
canalicualr disminuye, con lo que la sefial inhibitoria se hace més débil. Esto provoca la activacion de las
células de borde que accionan el proceso de remodelacion. En el caso de una sobrecarga, pueden aparecer
dafios microestructurales que interrumpen la conexion entre los osteocitos y las células de borde. Con lo que la
sefial inhibitoria desaparece por completo, provocando de nuevo la activacion de las BMU. Como vemos, la
remodelacion Gsea se incrementa cuando la carga mecanica es muy baja, es decir, en un estado de desuso, y
cuando es excesivamente alta, provocando un dafio sustancial por fatiga. Esto se corresponde con el
comportamiendo de las BMUSs descrito antes para los casos de desuso y sobrecarga.

2.5.2 Etapas de laROI

En el proceso de remodelacion dsea se suceden una serie de fases que van llevando a cabo la reabsorcion de
hueso (por ser innecesario o por estar dafiado) y su posterior formacion, a esta secuencia de fases se le conoce
como secuencia ARF (activacion, reabsorcion y formacion) [20]. Sin embargo, durante la ROI ocurren otras
etapas gque también son importantes como son: activacion, reabsorcion, inversién, mineralizacion y fin de la
adaptacion (ver Figura 2.9).

Células de borde

Osteoblastos

Osteoclastos

Figura 2.9. Fases de la actividad de una BMU de hueso trabecular: (0) Activacion, (1) Reabsorcidn, (2) Inversion, (3) Comienzo de la
formacidn, (4) Formacion de osteoide, (5) Mineralizaciion, (6) Fin de la adaptacion. Adaptado de Fridez [21].

2.5.21 Activacion

La activacion es la fase mas importante de la remodelacion 6sea. En ella juegan un papel fundamental los
osteocitos, pues como ya hemos mencionado, las células de borde no activan las BMUs a no ser que se
interrumpa la sefial inhibitoria, de lo cual informaran los osteocitos. Al interrumpirse la sefial inhibitoria,
debido al desuso o a la acumulacién de dafio, las células de borde activaran la remodelacién dando paso a la
primera fase del proceso. Es entonces cuando los osteoclastos precursores pasan a diferenciarse y fusionarse
dando lugar a grandes células multinucleadas que seran los osteoclastos maduros.

2.5.2.2 Reabsorcion

En esta fase de la remodelacidn, los osteoclastos ya se encuentran en su etapa activa y las células de borde
cambian su forma, contrayéndose para dejar libre la superficie del hueso que va a ser reabsorbido. Los
osteoclastos comienzan la reabsorcion del tejido disolviendo la matriz extracelular y formando un tunel hacia
el interior, en el hueso cortical, o un hueco superficial, en el hueso trabecular. La reabsorcion tiene lugar en dos
fases, primero solubilizan el mineral y luego digieren la matriz organica. La solubilizacion del mineral se
realiza mediante la acidificacion del medio ambiente existente entre la matriz 6sea y la membrana ocupada por
los osteoclastos, esto se consigue bombeando iones H*. Una vez eliminado el mineral, colagenasas acidas y
otras enzimas de origen lisosémico digieren la matriz organica. Al completar el proceso de reabsorcion los
osteoclastos sufren apoptosis. El lapso de tiempo que tardan los osteoclastos en abrir la cavidad en la matriz
6sea se denomina periodo de reabsorcion.
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2.5.2.3 Inversion

Es en esta fase cuando se produce la transicion de actividad entre osteoclastos y osteoblastos. Sin embargo, la
activacion de los osteoblastos no es inmediata, en el ser humano tiene lugar aproximadamente 30 dias después
de la activacion de la BMU. El periodo de inversion es un periodo de aparente inactividad.

2.5.24 Formacion

Los osteoblastos se diferencian a partir de células madre mesenquimales y son atraidos a las paredes de la
cavidad creada por los osteoclastos gracias a la accién de ciertos factores quimicos. Alli maduran Ilegando a
convertirse en osteoblastos activos que segregan osteoide rellenando la cavidad. La proliferacién de
osteoblastos precursores depende de la existencia de un cierto nivel de estimulo mecénico. Una vez que los
osteoblastos han rellenado toda la cavidad con osteoide (matriz 6sea nueva) se diferencian en osteocitos,
células de borde o sufren apoptosis.

En el hueso cortical, durante la formacién dsea se va cerrando el hueco cilindrico que crearon los osteoclastos,
haciendo que la superficie sobre la que se apoyan los osteoblastos sea cada vez menor. Esto no ocurre en el
hueso trabecular, donde la deposicién de osteoide ocurre sobre un hueco abierto a la superfie.

2.5.2.5 Mineralizacion

En la fase anterior, los osteoblastos segregaban osteoide, el cual estad formado por fase organica y agua, nada
de mineral. En un periodo de 10 a 20 dias después de su deposicion, el osteoide comienza a mineraliarse,
aparecen los primeros cristales de hidroxiapatita ocupando el lugar donde antes habia agua.

El proceso de mineralizacion consta de una fase primaria en la que se llega al 70% del contenido total de
mineral, es una fase rapida y de corta duracién, no méas de unos dias. En una fase secundaria, se llega a
alcanzar el 95% de la mineralcion total, esto puede tardar entre 6 meses y varios afios. Durante esta fase la
deposicion de mineral decrece exponencialmente.

25.2.6 Fin de la adaptacion

Por ultimo, los osteoclastos sufriran apoptosis y la BMU se detiene. Los osteoblastos seguiran actuando
durante algin tiempo hasta rellenar las cavidades con osteoide para luego sufrir apoptosis, convertirse en
osteocitos o en células de borde. Las células de borde se encargaran de iniciar futuras remodelaciones en esa
zona si fuera necesario. Aunque la actividad de la BMU haya cesado, el tejido sigue mineralizandose poco a
poco hasta alcanzar la mineralcién total, ya que la vida media de una BMU es de tan solo unos 100 dias.

En el proceso de remodelacion intervienen, ademas de las células 6seas que ya hemos mencionado, una serie
de moléculas y factores bioquimicos que determinan cada una de las etapas del mismo. En el siguiente
capitulo se explica con detalle la influencia de estas sustancias y su contribucion a los modelos matematicos de
poblaciones celulares que se han desarrollado en los ultimos afios.

12



3 MODELOS MATEMATICOS DE REMODELACION
OSEA BASADOS EN POBLACIONES
CELULARES

matematico capaz de simular el comportamiento conjunto de las poblaciones celulares en el proceso de

remodelacion 6sea. EI modelo ha sido creado como recopilacion y ampliacion de otros modelos ya
existentes, los cuales han servido de base para la elaboracion del modelo final (ver Anexo A). En el presente
apartado expondremos detalladamente y en orden cronoldgico los modelos que han sido tenidos en cuenta.

Para llevar a cabo el objetivo del presente trabajo ha sido fundamental el uso y desarrollo de un modelo

3.1 Modelo de Pivonka 2008

Este modelo fue presentado en la revista Bone a través del articulo “Model structure and control of bone
remodeling: A theoretical study” [2], en el cual se desarrolla un modelo de poblaciones celulares Gseas
extendido basado en el trabajo realizado por Lemaire [4]. Las caracteristicas adicionales que presenta este
modelo son:

- Una ecuacion temporal que describe los cambios en el volumen del hueso.

- Una ecuacion temporal que describe la concentracion de TGF-f como funcion del volumen de hueso
reabsorbido.

- La expresion de RANKL y OPG por parte de los osteoblastos en diferentes etapas de su maduracion.
- Nuevas funciones de activacion y represién basadas en la cinética encimatica.

Este modelo de Pivonka et al. describe los cambios temporales en las poblaciones celulares éseas durante el
proceso de remodelacion, promediados para un volumen de hueso lo suficientemente grande como para que el
promedio de lugar a resultados coherentes. Por tanto, el modelo no se refiere a una sola BMU, sino a todas las
BMUs que estén contenidas en el volumen considerado, que seran muchas.

El modelo de poblaciones celulares parte de un estado de equilibrio para luego ser sometido a diferentes
perturbaciones, la respuesta que presente a cada una de ellas serd el objeto de estudio. El interés de este
modelo es ver de qué manera afecta la estructura del modelo al balance/equilibrio del hueso, es decir, a la
diferencia entre la cantidad de hueso reabsorbido y la cantidad de hueso formado. Gracias a los resultados del
modelo es posible estimar la sensibilidad del proceso de remodelacién (o de las BMUs) a cambios en el
microambiente del hueso asociados a cambios en las caracteristicas de las células.

Ademas de las interacciones entre células, también hay una serie de factores bioquimicos involucrados en el
proceso de remodelacion 6sea, estos factores son incorporados en el modelo de Pivonka inlcuyendo una serie
de interacciones ligando-receptor dentro del modelo de interacciones célula-célula.

3.1.1 Mecanismos bioquimicos

Los mecanismos bioguimicos consistentes en interacciones receptor-ligando que intervienen en el modelo
dindmico de poblaciones celulares se muestran esquematicamente en la Figura 3.1. En este modelo solo son
considerados cuatro tipos de células del linaje de los osteoblastos (donde s6lo dos son variables de estado) y
tres tipos de células del linaje de los osteoclastos (donde s6lo una es varible de estado), simplificando asi el
extenso numero y variedad de células realmente implicadas en la remodelacion.

El linaje de los osteoblastos deriva de una enorme piscina de células madre mesenquimales capaces de
diferenciarse en varias células, como osteoblastos, condrocitos, adipocitos, etc. En este modelo, la piscina de

13



3 Modelos Matematicos de Remodelacion Osea Basados en Poblaciones Celulares

células mesenquimales se corresponde con los denominados osteoblastos no comprometidos (OB.). Una vez
que estas células se compromenten al linaje de los osteoblastos se denominan generalmente osteoblastos
precursores (OB;). Tanto los OB, como los OB, tienen una alta respuesta a la diferenciacion ya sea
directamente, a través de factores de crecimiento (como el TGF-) o indirectamente, a través de otros factores
de regulacion (como la PTH). Después de la creacién de una “piscina” de osteoblastos activos (OBa), l0s
cuales se originan gracias a la diferenciacion de los osteoblastos precursores (OBy), es cuando puede comenzar
la formacion de hueso en el ciclo de la remodelacion. Se asume que la velocidad de formacion de hueso es
proporcional al nimero de osteoblastos activos (OB.). Sabemos que cuando un osteoblasto llega al final de su
ciclo celular puede sufrir apoptosis, diferenciarse en osteocitos o diferenciarse en células de borde. En este
modelo solo se considera el caso de la apoptosis.

Uncommitted Apopto[lc
0B, Progenitors | OCaP Osteoclasts
< |Aoca
Responding Active
OBy steoblasts OC, Osteoclasts
. DOCp
0B, Active Osteoclast
o " D ‘.] O I
aP Osteoblasts OP RANKL RANK PTHIR
Receptor

Figura 3.1.1lustracion esquemadtica del modelo de poblaciones celulares. Tomado de [2]

Por otro lado tenemos las células del linaje de los osteoclastos, el Unico tipo de célula capaz de reabsorber
hueso. Los osteoclastos derivan de células madre hematopoyéticas, las cuales son denominadas osteoclastos
no comprometidos (OCy), que a su vez se diferenciaran en osteoclastos precursores (OC,) una vez que decidan
comprometerse al linaje de los osteoclastos. Se ha demostrado que el factor de estimulacion de colonias de
macréfagos (M-CSF, también llamado CSF-1) es esencial para que los OC, se comprometan al linaje de los
osteoclastos. Una vez que se han comprometido, tanto el M-CSF como el ligando del receptor activador del
factor nuclear kappa beta (RANKL) son necesarios para promover la diferenciacion de los OC, en osteoclastos
mas maduros. La diferenciacion final de los OC, en osteoclastos activos (OC,) es provocada
fundamentalmente por el RANKL. EI RANKL se une al receptor activador del factor nuclear kappa beta (NF-
kP), conocido como RANK, que se encuentra en los OC,. En el modelo se asume que la reabsorcion de hueso
es proporcional al nimero de osteoclastos activos (OC,). Tras finalizar el proceso de reabsorcion, los
osteoclastos activos sufren apoptosis.

3.1.11 Sistema de sefalizacion RANK-RANKL-OPG

El RANKL es una proteina que se encuentra en la superficie de las células del linaje de los osteoblastos. Esta
proteina interacciona con su receptor, RANK, que es expresado en la superficie de las células precursoras
hematopoyéticas (OC,), promoviendo de esta manera la formacion de osteoclastos, manteniendo también su
actividad. La interaccion RANKL/RANK es regulada por otro ligando, la osteoprotegerina (OPG), también
producida por células osteoblasticas. La OPG puede unirse al RANKL evitando asi la union entre RANKL y
RANK. Este sistema de sefializacion es conocido como la ruta RANK-RANKL-OPG.

Muchos factores intervienen en la regulacion de la reabsorcion, tal es el caso de la hormona paratiroidea
(PTH), las prostaglandinas, interleukinas, la vitamina Ds o los corticosteroides, todos ellos envian sefiales a
los osteoblastos, los cuales transforman dichas sefiales en diferentes niveles de produccion de RANK o de
OPG, controlando de esta manera la formacién de osteoclastos. EI mecanismo de control de los niveles de
RANKL/OPG es muy importante, ya que los efectos fisioldgicos de muchas enfermedades de los huesos,
como la osteoporosis, la enfermedad de Paget, la metéstasis de tumores, la hipercalcemia humoral maligna y el
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mieloma maltiple se pueden explicar mediante desequilibrios en el ratio RANKL/OPG.

Los dos sistemas hormonales principales que intervienen en la regulacion de la osteoclastogénesis son la
hormona paratiroidea (PTH) y la vitamina D (1,25(0OH).Ds). Los receptores de estas hormonas se expresan
Unicamente en los osteoblastos, es decir, que acttan indirectamente en la formacion de osteoclastos a través de
los osteoblastos, lo cual regula la homeostasis mineral. La tercera hormona involucrada en la regulacion
mineral es la calcitonina (CT), que acta directamente sobre los osteoclastos de forma contraria a la accion de
laPTH y la vitamina Ds, 0 sea, inhibiendo la reabsorcion de hueso.

3.1.1.2  Funcion del TGF-f

La matriz 6sea sirve de reservorio para el almacenamiento de factores de crecimiento como el TGF-f3 (factor
de crecimiento transformante beta) y los IGFs (factores de crecimiento insuliticos). Durante la reabsorcion de
matriz 6sea por parte de los osteoclastos activos estos facotres son liberados al microambiente de las BMUs y
actlan como agentes autoreguladores de las células 6seas.

En este modelo de 2008 solo se considera la accion del TGF-f en las células 6seas, es decir, mediante la union
del TGF-B a sus receptores en los osteoblastos y osteoclastos. Esto se tiene en cuenta a través de unas
funciones de activacion o represion que dependen de la accion del TGF-p.

La accién del TGF-B en los osteoblastos depende de su estado de maduracion:

- Estimula la diferenciacion de osteoblastos no comprometidos (OB,). Lo cual se ve reflejado en el
modelo mediante una funcion de activacién que regula positivamente la diferenciacién de la
poblacién de OB, en la ecuacion de balance de los OB,.

- Inhibe la diferenciacién de osteoblastos precursores (OBp). Esto se representa en el modelo mediante
una funcién de represesion que actla sobre la poblacion de OB, y que aparecera restando en la
ecuacion de balance de OB, y sumando en la ecuacion de balance de la poblacion de OB..

Con lo cual, la accion del TGF-B en las células del linaje de los osteoblastos lleva a un aumento de la
poblacién de OB, como podemos ver en la Figura 3.1. Si se elimina el TGF-B del organismo, o se hace
inactivo, los OB, podrian diferenciarse y convertirse en OB,, favoreciendo la formacion de hueso.

La funcion del TGF- sobre los osteoclastos es la de promover su apoptosis, por ello aparece en el modelo una
funcion de activacion que actta sobre la poblacién de OC, y que es favorecida por la presencia de TGF-.
Dicha funcion aparecera restando en la ecuacion de balance de los OC,, formando parte del término de
apoptosis celular.

3.1.2 Modelo dinamico de poblaciones celulares

Una vez explicados los mecanismos bioquimicos implicados en el presente modelo, llega el momento de
describir las ecuaciones que van a formar parte del mismo. En primer lugar hay que destacar que este modelo
considera solamente tres variables de estado: osteoblastos precursores (OBy), osteoblastos activos (OB.) y
osteoclastos activos (OC,). En modelos posteriores, Pivonka ampliard hasta cuatro variables de estado,
incluyendo también la poblacién de OC, [5].

Las poblaciones de OC, y OB, se consideran lo suficientemente grandes en este modelo como para suponerlas
constantes.

El modelo considera que el RANKL y la OPG pueden ser expresados indistintamente por los OB, 0 por los
OB,, aunque en estudios posteriores [22] se acaba concluyendo que, al contrario de lo propuesto en el modelo
de Lemaire [4], el RANKL es expresado por los OB, y la OPG por los OB,.

Teniendo en cuenta todo lo anterior y utilizando la Figura 3.1 como guia, los cambios en las poblaciones
celulares a lo largo del tiempo se pueden expresar mediante las siguientes ecuaciones difereciales:

doB
——F= DOBu ‘OB, - Tc?f)?j - DOBp ‘OB, Tl o, 1.3)

dt p ep,0B,
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dOB, ]

dt = DOBp 'OBp'HrTeﬁiDBi - AbBa OB, (1.4)
doC -

dt - = Docp 0C,- iﬁg& - Abca 0C,- Tc(t;,';ci (1.5)

Donde OB, es el nimero de osteoblastos no comprometidos por mm?, OB, es el nimero de osteoblastos
precursores por mm?, OB, es el numero de osteoblastos activos por mm?, OC, es el numero de

osteoclastos precursores por mm?®y OC, es el nimero de osteoclastos activos por mm?.

Dos + Do ¥ Do son las velocidades de diferenciacion de osteoblastos no comprometidos, osteoblastos
u p p

prescursores Yy osteoclastos precursores, respectivamente. A,; Yy A, son las velocidades de apoptosis de

los osteoblastos activos y los osteoclastos activos. Las velocidades de diferenciacion y apoptosis se refieren al
namero absoluto de células que se diferencian o que mueren por unidad de tiempo.

Como podemos ver, la diferenciacion y la apoptosis de las poblaciones celulares estan reguladas por una serie
de funciones de activacion o de represion. Estas funciones se corresponden con las funciones de Hill, las
cuales pueden ser expresadas de la siguiente forma:

M,(0=—— (6

1+x

X
I, (x) = 1o x 1.7)

La ecuacion (1.6) representa la funcion de represion de Hill, que es decreciente conforme aumenta el valor del
parametro x dando lugar a una curva con la siguiente forma:

|

"

Figura 3.2. Funcion de represion de Hill

La ecuacion (1.7) expresa la funcion de activacion de Hill, la cual crece con el pardmetro x alcanzando su
maximo valor en la unidad y siguiendo una trayectoria como la de la siguiente curva:
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Figura 3.3. Funcién de activacion de Hill

En el presente modelo, las curvas son algo mas complejas, pues el pardmetro x representa el cociente entre la

concentracién de la molécula (o ligando) involucrada en la respuesta en cuestion y un coeficiente de activacion

0 represion segun el caso. Por ejemplo, la funcion H!C‘ffﬁ es la funcion de activacion relacionada con la

unién del TGF-B a su receptor situado en los OB,, la cual se define mediante la siguiente ecuacion:

TGF-B
TGF-B __ Kpiter-p _ TGF _B (1 8)
ct,0B, — TGF-B .
1+ — Koirerp T TGF =B
Donde K, er_ €s €l coeficiente de activacion relacionado con la accion del TGF-B al unirse con sus

receptores en los OB, del cual hablamos anteriormente. Este coeficiente se considera constante.

De igual forma, las funciones de activacion/represion relacionadas con la union del TGF-f a sus receptores en
los osteoblastos precursores y en los osteoclastos activos se definen como sigue a continuacion:

1
TGF-B __
ep,0B, _ (19)
14+ TGF-B
D2,TGF-B
TGF-B __ TGF _B

= 1.10
% KDS,TGF—B +TGF - ( )

Donde Kp,rer Y Kpsrer g SON los coeficientes de represion/activacion relacionados con la accion del
TGF-B al unirse a sus receptores en los OB y en los OC, respectivamente. Al igual que el coeficiente

K estos dos coeficientes también se consideran constantes en el modelo.

D1LTGF—B !

Las ecuaciones (1.3)-(1.5) representan las ecuaciones de balance celulares, donde los cambios en cada
poblacién celular son causados por adicion o eliminacion de células de sus respectivos linajes. La adicion de
células ocurre de forma natural a causa de la proliferacion y diferenciacion de células precursoras (o por
administracion externa de células), mientras que la eliminacion de células ocurre por apoptosis (0 por
extraccion externa de células). Como ya hemos visto, la diferenciacion y la apoptosis de células estan
reguladas por las funciones de activacion y represion anteriormente mostradas.

Ademas de los distintos tipos de células y el nimero de ellas que estan involucradas en la remodelacion, hay
otro pardmetro esencial que caracteriza la remodelacion Gsea: la variacion del volumen 6seo a lo largo del
tiempo. En este primer modelo, dado que la formacién de hueso se considera proporcional al nimero de OB,y
la reabsorcion de hueso se considera proporcional al nimero de OC,, la variacion del volumen de hueso total
puede expresarse mediante la siguiente ecuacion:
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aBvV K
dt — NMorm
Donde BV es el volumen de hueso normalizado en [%], que en modelos posteriores se relacionard con la
fraccidn volumétrica de poros vasculares, es decir, el volumen de poros vasculares por volumen de tejido.

OB, —k.OC, (111

a

Kiom Y Kies SON las velocidades relativas de formacion y reabsorcion de hueso normalizadas respecto a la
reabsorcion y formacion normales en [%].

Como bien sabemos, el volumen de hueso varia con la edad del individuo, en animales jovenes el balance 6seo
es positivo, dando lugar a un crecimiento del hueso, mientras que en animales mayores el balance 6seo es
negativo dando lugar a la pérdida de hueso y a la osteoporosis. Entre estos dos casos hay un punto que se
considera como “normal” en el cual no hay pérdida ni ganancia de hueso. En este modelo, se considera dicho
punto como el estado de equilibrio a partir del cual se inician las simulaciones.

Gracias a la ecuacion (1.11) es posible relacionar el nimero de células (obtenido del modelo de poblaciones
celulares en las ecuaciones (1.3)-(1.5)) con los cambios en el volumen del hueso.

3.1.3 Moléculas involucradas en el modelo de poblaciones celulares

Al inicio del presente modelo explicamos la accion de una serie de moléculas cuyas funciones afectan directa
0 indirectamente al proceso de remodelacion 6sea. Las moléculas en cuestion fueron el TGF-f y las moleculas
involucradas en la ruta de sefializacion RANK-RANKL-OPG. A continuacion detallamos coémo seran tenidas
en cuenta dichas moléculas en el modelo, incluyendo ademas la accién catabélica de la hormona paratiroidea
(PTH) en el sistema RANK-RANKL-OPG.

3131 TGF-B

Los osteoblastos no comprometidos (OB,) son capaces de expresar un receptor especifico para el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-BR), el cual, una vez activado, da lugar a la diferenciacion de estos OB,
en OB,. Diferentes tipos de factores de crecimiento como el TGF- (IGF-1 e IGF-II etc) son almacenados en la
matriz dsea y se liberan cuando el hueso es reabsorbido por los OC,. En este modelo se asume que la velocidad
de liberacion del TGF-B es proporcional a la velocidad de reabsorcion de hueso, es decir, proporcional al
nimero de osteoclastos activos. Esta relacion se puede expresar de la siguiente forma:

dTGF —p _

- 0K, OC, — Drgr_ TGF B+ Sper (112)

Donde o es una constante de proporcionalidad que expresa el porcentaje de TGF- almacenado en la matriz
6sea, Dygr 5 es una constante que representa la velocidad de degradacion de la molécula 'y S;gr 5 es un
término que hace referencia a la administracion o eliminacion externa de TGF-B. Todos estos parametros se
asumen constantes en el modelo.

La unidn del TGF-B a sus receptores se produce mucho més rapido que los cambios en el nimero de OC,, esto
permite hacer una suposicion de estado cuasi-estatico en la ecuacion (1.12) (derivadas temporales nulas) que
nos lleva a expresar la concentracion de TGF-f como sigue:

OL'kresC)Ca + STGF—B
D

TGF-B

TGF -B= (1.13)

Con esta expresion de la concentracion de TGF-B quedan totalmente definidas las funciones de
activacion/represion que expusimos en el apartado 3.1.2 referentes a la accion de esta molécula en el balance
de las poblaciones celulares.
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3.1.3.2 RANK-RANL-OPG y su relacion con la PTH

Para terminar de definir el modelo de Pivonka solo resta determinar una ecuacion que exprese la concentracion
de RANKL, ya que el tnico término que aun no se ha detallado de las ecuaciones de balance celulares es la

funcidn de activacién relacionada con la unién del RANKL a su receptor RANK expresado en los osteoclastos

precursores, IT;oc . Sin embargo, determinar la concentracion de RANKL no es inmediato, pues esta

molécula esté influenciada por la presencia de otras sustancias como veremos a continuacion.

Como ya se ha dicho en secciones anteriores, existen varias hormonas como los glucocorticoides, los
estrogenos, la PTH o la vitamina D; que tienen multiples efectos en la velocidad de proliferacion,
diferenciacion, activacion y apoptosis de las células Gseas. Entre esas hormonas, la PTH es considerada como
el requlador mas importante de la homeostasis de calcio [23].

Dada la importancia de la PTH, este modelo incluye la accion de dicha hormona en las células del hueso, al
Menos como primera aproximacion.

Se considera que todas las reacciones de union ligando-receptor pueden expresarse de la siguiente manera:
A+B; »C, (1.14)

Donde Ay Bj son dos reacitvos arbitrarios y C; se refiere al complejo obtenido como producto de la reaccion.
El subindice j se ha incluido para los casos en que el reactivo A pueda unirse a varios reactivos B diferentes,
tal es el caso del RANKL que puede unirse al RANK 0 a la OPG.

Usando el principio de la cinética de accidon de masas, la ecuacién de balance para la concentracion de todas
las moléculas puede describirse mediante un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias de la siguiente
forma:

dA N N

—=->k, AB;+> k;,C,+S, (115)
dt j=1 j=1

dB,

d—t1=—kj,fA-Bj+kj1,cj+sBi (1.16)
dc,

d—tlzkj,fA-Bj—kj,er (1.17)

Donde K;; y k;, son las constantes de la reaccién directa e inversa. S, y Sg son los términos de
! ! ]

produccion externa de reactivos (ya sea de adicion o de eliminacion neta), los cuales se pueden expresar como
la suma de un término de produccion (Pa, Ps;) y un término de degradacion (Da, Dg;):

S,=P,+D, (1.18)
Sy, =Py +Dy (1.19)

Las reacciones receptor-ligando son mucho mas rapidas que las respuestas celulares, con lo cual se asume que
las reacciones estan en equilibrio:

d_A 0 dB; dC.
dt dt dt
Sustituyendo en las ecuaciones (1.15)-(1.17) resulta:
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S, =0 S5, =0 (1.20)

La velocidad de produccion de A se puede descomponer en un término endogeno y otro término de aportacion
externa, mientras que la degradacion de A se puede asumir proporcional a su concentracion:

Py=P )+ P4 () (1.21)
D,=-DaA (1.22)

La produccion enddgena esta regulada por un factor bioquimico que puede afectar positiva o negativamente y

ademas no debe superar un nivel maximo de concentracion (Amax):
A

-—)

Anax

Sustituyendo las ecuaciones (1.22) y (1.23) en la ecuaciéon (1.20) obtenemos una expresion para la
concentracion de A:

I:)A,e (t) = BA'Hact,rep'(l_ (123)

_ BA'Hact,rep + I:>A,d (t)

BA 'Hacl,rep
A+ D

A (1.24)

Empleando las ecuaciones anteriores vamos a determinar las expresiones para las concentraciones de PTH,
OPG y RANKL libre, asi como las funciones de activacion/represion asociadas a estas moléculas.

En este modelo se asume que la produccién endégena de PTH es constante y no esta regulada, es decir,
Bery =Cte , Tl e =1 . Ademas se supone que la concentracién de PTH esta lejos de la saturacion,

PTHma>>PTH, y que el PTH que se une a sus receptores situados en los OBy, es el mismo que en los OB..
Usando estas supociones podemos expresar la concentracion de PTH como sigue:

_ BPTH + PPTH,d

DerH

Dada la concentracion de PTH podemos determinar las funciones de activacion/represion empleadas para la
regulacion de la OPG y el RANKL en los osteoblastos precursores y los osteoblastos activos:

PTH PTH PTH

PTH (1.25)

= = 1.26
ct,OBp ct,0B, KD4’p-|-H + PTH ( )
PTH _ qPTH _ 1

I, = = (1.27)
ep,0B,, ep,0B, 1+ PTH '
K

D6,PTH

La PTH regula positivamente la produccion de RANKL, es decir, mediante funciones de activacion de Hill, y
negativamente la produccién de OPG, mediante funciones de represion de Hill. Dado que hemos supuesto que
solo los OB, segregan OPG, podemos expresar la produccion enddgena de dicha proteina como sigue:

Fops.e =PB2.0pc OB, Z;Tn,%sa (s ogg:ax) (1.28)

Sustituyendo esta ecuacion en la ecuacion (1.24) obtenemos la expresion para la concentracion de OPG:
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PTH
BZ,OPG 'OBa' ep,0B, T POPG,d ®
PTH
Bz,ope 'OBa' ep,0B,

OPG

max

OPG =

(1.29)
+ Dorc

El RANKL considerado en este modelo es el ligando unido a la superficie de los ostoeblastos. La cantidad de
RANKL (RANKLyy) estard limitada por la capacidad portante efectiva, RANKLex, que representa la
concentracién maxima de RANKL. Esta esta regulada porsitivamente por la PTH y como ya dijimos, el
RANKL solo es segregado por los OB,

RANKL,, =R™""-OB 1T, (1.30)

Donde R™™" es el niimero méximo de RANKL en los OB,. La concentracion total de RANKL en cualquier

instante de tiempo sera la suma del RANKL libre y los compuestos de RANKL, es decir, el RANKL unido al
RANK 'y el RANKL unido a la OPG:

RANKL,, = RANKL +[RANKL —OPG]+[RANKL — RANK]
= RANKL- (14 K , g OPG + K 15 i RANK) (1.31)

Karake Y Kazranke SON las constantes de asociacion del RANKL con la OPG y con el RANK

respectivamente. Siguiendo las definiciones que ya hicimos anteriormente, podemos definir la produccion y la
degradacion de RANKL como sigue:

PRANKL = PRANKL,e + PRANKL,d (1.32)
RANK o

PRANKL,e = BRANKL [1_ WK:;:] (1.33)

Deane = — Drankt -RANKL,, (1.34)

Usando la condicion de estado de equilibrio de la ecuacion (1.20) podemos expresar la concentracion de
RANKL de la siguiente forma:

RANKLef‘f BRANKL + I:)RANKL,d (1 35)

RANKL =

1+ KAl,RANKL OPG + KAz,RANKL'RANK BRANKL + I:N)RA,\M,_-RANKLeff

Con la definicién de la concentracion de RANKL libre ya es posible formular la tltima funcion de activacion
de Hill que regula la diferenciacion de osteoclastos precursores:

= 1.36
“%%  Kog ranke + RANKL (1.36)

De esta forma quedan definidos todos los términos de las ecuaciones de balance celulares y con ello el modelo
de poblaciones celulares de Pivonka de 2008.

3.2 Proliferacion de OB: Modelo de Buenzli y Pivonka 2012

Este modelo no es si no una ampliacion del modelo anterior, pues en aquel no se incluia el efecto anabdlico de
la proliferacion de osteoblastos precursores (OBy).

Segun Buenzli et al. [6], el sistema de sefializacion Wnt es un regulador criticamente importante en la
remodelacion 6sea. Las Wnt son una familia de mas de 20 glucoproteinas que resultan ser cruciales para el
desarrollo y la renovacion homeostatica de numerosos tejidos, entre los cuales se encuentra el tejido déseo.
Estas proteinas favorecen la osteoblastogénesis, regulando positivamente la diferenciacion y actuacion de los
osteoblastos. Es por ello que en este nuevo modelo se desarrolla el modelo de Pivonka et al. [2] introduciendo
la proliferacion de osteoblastos a través del sistema de sefializacion Wnt o mediante otros sitemas de
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sefializacion.

Los osteoblastos son células mesenquimales derivadas del mesodermo. La expresion de ciertas méleculas
(como el RUNX2 y el OSX), dirigidas por sistemas de sefiales de transduccion, facilita la diferenciacion de la
célula progenitora en un pre-osteoblasto (OB;) con capacidad de proliferar, luego en un osteoblasto capaz de
producir matriz ésea (OB,), y finalmente en un osteocito mecanosensible o en una célula de borde (ver
Figura3.4).

‘osteo- pre-osteoblast : OB,
i progenitor : active

5 0B, : (a - PTHIR '
h : — :
uesencmel . (@) N

@ O O ; &

Osteocytes,

Lining cells
Chondrocytes, )
Adipocytes caWint Apoptosis

Figura 3.4. Desarrollo de los osteoblastos y sistema de sefializacion Wnt. Tomado de [6].

Conforme las células del linaje de los osteoblastos se diferencian, van produciendo moléculas esenciales para
regular la operacién de las BMUs, las cuales favorecen la osteoclastogénesis y la angiogénesis (formacion de
vasos sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes) en una BMU. Los OB, segregan osteoide que
después mineraliza para convertirse en hueso, mientras que los osteocitos producen moléculas que regulan las
funciones de la BMU. El sistema de sefializacion Wnt ejerce tres funciones principales sobre las células del
linaje de los osteablastos:

i) Determina que los osteoblastos se especifiquen a partir de los osteo-/condroprogenitores.
ii) Estimula la proliferacion de osteoblastos.
iii) Aumenta la supervivencia de osteoblastos y osteocitos.

Buenzli et al. [6] decidieron incluir un estado transitorio de amplificacion (es decir, de proliferacion) en el
linaje de los osteoblastos por dos razones:

En primer lugar, se sabe que la densidad de células madre mesenquimales (MSCs) en la médula dsea es muy
baja y, sin embargo, las MSCs son reclutadas en las BMUs por parte del TGF-B. El rpido aumento en la
poblacion de osteoblastos requeridos en un evento de remodelacion de una BMU debe implicar la existencia
de células proliferativas (sometidas a una division celular simétrica), estas células serian los osteoblastos
precursores proliferativos.

En segundo lugar, ciertas hormonas y citoquinas regulan los estados del desarrollo de los osteoblastos de
formas diferentes. El estado transitorio de amplificacion de los oteoblastos depende enormemente de varias
hormonas, factores de crecimiento y otras moléculas, como las Whnt, el factor de crecimiento de la insulina
(IGF), la prostaglandina E2 (PGE2) vy el estrgeno. Ademas, en algunas enfermedades dseas el sistema de
sefializacion de estas hormonas y factores de crecimiento se ve interrumpido, dando lugar a una poblacion
anormal de osteoblastos y con ello a un desequilibrio en el hueso durante la remodelacion. Por estas razones,
es esencial tener en cuenta de forma mas precisa el estado transitorio de amplificacion de los osteoblastos para
hacer un modelo més realista de estas enfermedades.

Sin embargo, la inclusién de la proliferacion de OB, debe realizarse con cuidado, pues puede desembocar en
un sistema dindmico inestable u originar comportamientos no fisiologicos del sistema. A continuacion
explicamos detalladamente como Buenzli [6] intoduce la proliferacion de OB, en el anterior modelo de
Pivonka [2].

3.21 Nuevos parametros

Como bien sabemos, los OB, representan una piscina de MSCs, las cuales se comprometen al linaje de los
osteoblastos convirtiéndose en OBy, gracias a la activacion de la sefial del TGF-f. En el modelo, los OB,
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representan progenitores transitorios y amplificadores de osteoblastos, es decir, que tienen la capacidad de
proliferar. La diferenciacion de los OB, en OB, esté regulada negativamente por el TGF-f. Los OB, forman

matriz 6sea a una velocidad K, que se asume constante. Finalmente los OB, pueden quedar enterrados en el

osteoide y convertirse en osteocitos, o pueden diferenciarse a células de borde, o pueden sufrir apoptosis. En
este modelo, la eliminacion de OB, provoca una disminucion de la piscina de células sintetizadoras de matriz
Y, por tanto considera las tres posibilidades anteriores. El desarrollo de los osteoblastos puede resumirse
esquematicamente de la siguiente forma:

T-::lFI r'_ZIIT-:HF
By == O = Oy = ..
Donde vemos que la poblacion de OB, se retroalimenta.

Las ecuaciones de balance celulares para este nuevo modelo son muy similares a las del modelo anterior, salvo
porque en la ecuacion (1.3) se incluye un nuevo término de proliferacion quedando la ecuacion final de la
siguiente forma:

dOB

dt
El término de proliferacion incluye un nuevo parametro, la velocidad de proliferacion, P, , la cual esta
p

> = Dgg,"OB, Tl oa — Dog, “OB, Tl 0a. +Pog OB, (1.37)

mitosis

relacionada con el periodo promedio del ciclo celular de los osteoblastos precursores, Tos, de la siguiente

forma: Pgg O =In2)/ rggjsis (t). La velocidad de proliferacion esta controlada por un mecanismo de

realimentacion y, por tanto, depende del tiempo. Este mecanismo de realimentacion es necesario para limitar la
generacion de OB,, pues si no fuera asi la poblacién de OB, creceria descontroladamente desequilibrando la
actividad de la BMU. Esto es modelado limitando la velocidad de proliferacion de OB, con la densidad de
OB, de la siguiente forma:

sat
0B

0 si OB, (t) > 0B

P, (1 (1— OBP“’) si OB, (t) <OB™

POBP (t) = (1.38)

El parametro OB;at hace referencia a la densidad critica de OBy, a partir de la cual la proliferacion se elimina

por completo. El factor POBp (t) se refiere a regulaciones adicionales negativas y/o positivas de la

proliferacion de OB, como son las debidas al sistema de sefializacion Wnt, a la administracion de PTH y a
otras hormonas y factores de crecimiento que juegan un papel en los procesos mecanosensibles o en el
desarrollo de la osteoporosis:

Pog, (t) = Pog, (Wnt(t), PTH (t), estrégeno(t), IGF (t), TGF —B(t),...)  (1.39)

Para que la solucion del sistema de ecuaciones diferenciales sea estable y pueda llegarse a un estado de
equilibrio es necesario que se cumpla la siguiente condicién:

TGF -
POBp < DOBp 'l_Irep,OBﬁp (1.40)

En caso de no cumplirse la condicion anterior, la poblacion de OB, creceria indefinidamente.

Considerando constantes los nuevos parametros introducidos en el modelo es posible resolver las ecuaciones,
haciendo uso, por supuesto, de las ecuaciones que ya se expusieron en el apartado 3.1.

3.3 Modelo de Pivonka 2013

En este modelo de Pivonka [5] se amplian los modelos antes desarrollados incluyendo ahora, no solo las
interacciones bioquimicas entre células, sino también las interacciones biomecanicas y geométricas.
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La existencia de regulaciones bioquimicas y biomecénicas en las células dseas estd cominmente aceptada,
pues ha sido ampliamente estudiada. Sin embargo, la idea de que la morfologia de la microestructura dsea
puede provocar regulaciones puramente geométricas en las células éseas no ha sido tan estudiada, ya que es
dificil de comprobar experimentalmente.

Como bien sabemos, el tejido 6seo es diverso y presenta una amplia variedad de microestructuras. Los
modelos matematicos para la estimacién de las propiedades mecéanicas de este tejido han demostrado que la

rigidez del hueso depende principalmente de la porosidad del mismo, f . (consideraremos la porosidad del
hueso como la porosidad vascular, sin tener en cuenta la porosidad del sistema lacuno-canalicular, ya que en

estas superficies no ocurre remodelacion), de la interaccion entre las diferentes fases de material y de la forma
de los poros.

En los procesos bioguimicos, la morfologia de los poros juega un papel muy importante. La forma de los
poros determina la llamada superficie especifica, S, (cantidad de superficie ¢sea disponible en un elemento de

volumen representativo), la cual es un factor geométrico esencial para las células dseas. Las células 6seas
requieren de una superficie en el hueso donde desempefiar sus funciones, ya sea para iniciar el proceso de
remodelacién o para realizar la reabsorcion y la formacion. Los osteoclastos necesitan acoplarse a un area
particular de la superficie dsea antes de iniciar la reabsorcion. Los osteoblastos solo secretan osteoide sobre
superficies dseas ya existentes. Ademas, las sefiales mecanicas sentidas por los osteocitos embebidos en la

matriz pasan a las células dseas a través de la superficie dsea. Con lo cual vemos que la S, tiene un papel
fundamental durante todo el proceso de remodelacién.

3.3.1 Descripcion del modelo

A diferencia de los modelos anteriores, en este se incluye una nueva variable de estado, la poblacion de OC,,
que deja de ser una constante, para pasar a ser una variable mas en las ecuaciones de balance celulares. Asi
mismo se introduce la poblacién de OC,, como una etapa mas en el proceso de maduracion de los osteoclastos,
este parametro se considerara constante.

Con lo cual, se siguen considerando tres etapas en la evolucion de los osteoblastos: OBy, OB, y OB, y se
amplia a tres etapas en el desarrollo de los osteoclastos: OC,, OC,, OC.. En la figura 3.5 se representan
esquematicamente estos tipos de células Gseas junto con sus reguladores bioguimicos, biomecanicos y
geomeétricos.

Los reguladores bioquimicos de las células 6seas ya fueron descritos en los modelos anteriores, sin embargo,
no se hizo lo mismo con los biomecanicos ni los geométricos y por ello lo haremos a continuacion.

OB ocC,

u
uncommitted uncommitted 02 MCSF

TECUrsor b
P \ /‘ Orcp
e . /ﬁANK precursor
N
\, y \
\gos,  9oc,

%
activae E- - S:Evae

Figura 3.5. Tipos de células dseas y sus reguladores bioquimicos, biomecanicos y geométricos. Tomado de [5].

3.3.11  Reguladores biomecanicos

Los mecanismos de regulacién biomecénica considerados en este modelo se describen con detalle en la
Referencia [24]. El desuso mecénico aumenta la reabsorcion de hueso mediante el aumento del ratio
RANKL/OPG, el cual aumenta la diferenciacioén de OC, en OC.. En el modelo, esto se implementa usando un
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término de produccién de RANKL controlada mecénicamente (ver ecuacion (1.52)).

La sobrecarga mecéanica aumenta la formacion de hueso mediante la estimulacion del sistema Wnt sobre los
OBy, lo cual aumenta su proliferacion y finalmente da lugar a un aumento en la poblacion de OB.. En el
modelo, esto se implementa usando un término de proliferacion de OB, controlada mecanicamente (ver
ecuacion (1.51)).

3.3.1.2 Reguladores geométricos

Para representar la microestructura del hueso a nivel de tejido, los parametros geométricos y morfoldgicos mas
importantes son la porosidad vascular ( f,..) y la superficie especifica (S, ). En el hueso cortical, la porosidad

vascular se corresponde con el llamado sistema de “canales Haversianos”. En el hueso trabecular, la porosidad
vascular se corresponde con el espacio medular que rodea las estructuras trabeculares. La porosidad vascular

se define como la fraccion volumetrica de poros vasculares, es decir, el volumen de poros vasculares (V. )
por volumen de tejido (V; ):

f o= (1.41)

La fraccion volumétrica de matriz 6sea se define de la misma manera como el volumen de matriz dsea (V,,,,)
por volumen de tejido:

V
f = VLT'“ (1.42)
Como ya dijimos antes, la porosidad del sistema lacuno-canalicular no esté incluida en la porosidad vascular,
pues no esta implicada en el proceso de remodelacion. De las ecuaciones (1.41) y (1.42) se deduce que:

fas + fom =1 (1.43)

La superficie especifica de un material poroso se define como el &era de superfice intersticial de los poros (S,
) por volumen de tejido:

S, =—> (1.44)

Sus dimensiones son [mm#mm?].

La microestructura de un material determina tanto su porosidad como su superficie especifica. Segun la
microestructura, diferentes materiales presentan valores distintos de estos parametros. Basandose en una gran
cantidad de datos experimentales, Martin[25] determind una relacién fenomenolGdgica entre la superficie
especifica y la porosidad vascular:

S,(f.)=af_ +bfZ +cfd +d-fl +ef>  (145)

Donde los coeficientes del polinomio son estimados como a=32.3, b=-93.9, c=134, d=-101y
e =28.8 (en [mm]), esta ecuacion sera empleada tal cual, con los mismo valores de los coeficientes, en el
modelo final objeto de este Trabajo Fin de Grado. En la figura 3.6 se representa graficamente la relacion de la
ecuacion (1.45), junto con los datos experimentales obtenidos de varios tipos de huesos humanos (femur,
cresta iliaca, vertebra, costilla) ambos para indiviuos sanos y enfermos.
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specific surface g, [mm i

Fous:
" " " " " " 1 " " " 1 " " " " L "
0.0 0.2 0.4 0.6 %3 1.0
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Figura 3.6. Relacion entre la superficie especifica y la porosidad vascualar. Simbolos opacos: hueso sano; simbolos abiertos: hueso
enfermo; circulos: femur; cuadrados: cresta iliaca; rombos: costilla; triangulos: vértebra. EI maximo de la curva S(fvas) (linea continua,
ecuacion (1.43)) en fuas=f\as~0.37 esta indicado en linea de puntos. Las lineas discontinuas se han obtenido variando los coeficientes de

la ecuacion (1.43). Tomado de [5].

Los datos y la curva S (f,,) muestran dos caracteristicas importantes: 1. Todos los especimenes siguen

vas

aproximadamente la misma curva S, (f,) independientemente del tipo de hueso y sin diferencias

significativas entre huesos enfermos y sanos. Esta remarcable universalidad establece la curva S, (f,,,) como
una propiedad intriseca del hueso. De ahi que se haya tomado tal cual para el modelo final que nos ocupa. 2.
La superficie especifica presenta un maximo para una porosidad de 0.37, un valor intermedio entre la
porosidad del hueso cortical (0.05-0.15) y la del trabecular (0.65-0.85).

3.3.2 Desarrollo del modelo

Al igual que en modelos anteriores, las poblaciones de osteoblastos no comprometidos, OB,, y de osteoclastos
no comprometidos, OC,, se asumen constantes y no son variables de estado. La posibilidad de una regulacion
geomeétrica es incluida en este modelo en cada una de las etapas del desarrollo de los osteoblastos y los
osteoclastos mediante unas funciones que dependen de la superfice especifica, las cuales son denominadas

9os, (S,) Jos, (S)): 9oc, (S) y Joc, (S,) (ver Figura 3.5). Basandonos en las descripciones anteriores de

los mecanismos de regulacion bioquimicos, biomecanicos y geométricos, las ecuaciones de balance celulares
gue gobiernan este modelo se expresan de la siguiente forma:

dOB
dt ; - gOBL| (Sv) 'DOBu OBU ’ 1?,';735 - gOBp (Sv) ' DOBp OBP H"Lﬁzgi + POBp 'Ha“(l:?anBp OBp (146)
dOB -
dt = Yos, (Sv)'DOBp 'OBp'HrTe(s,'z)Bi - Aosa OB, (1.47)
dOCP _ . . JTRANKL yTMCSF . . JTRANKL 1.48
dt - gOCL| (Sv) DOCu OCu ct,0C, ct,0C, gOCp (Sv) DOCp OCp ct,0C, ( ' )
doC :
Ta = gocp (SV)'DOCp 'OCp' Fi/t\,No}éLp - ’%ca 0C,- Tc?';ci (1.49)

Podemos apreciar ciertas diferencias respecto a los modelos anteriores. Ademas de las funciones gemétricas,
en este modelo se han incluido algunas funciones de activacion/represion que no aparecian anteriormente, y
una nueva ecuacion de balance donde se considera la apoblacion de OC, como una variable de estado mas del
sistema de ecuaciones.

Cabe destacar la nueva funcion de activacion que regula la diferenciacion de OC, en OC, segin la
concentracién del factor de estimulacién de colonias de macréfagos (MCSF), TTYSr . Ya habiamos visto que
’ u

la diferenciacion de OC, dependia tanto del RANKL libre como del MCSF, sin embargo, en los modelos
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anteriores solo se habia tenido en cuenta la influencia de la concentracion de RANKL y ahora se incluye por

primera vez la influencia del MCSF. Aun asi, en este modelo, la concentracion de MCSF, y por tanto el valor

de TIVSS | se asume constante.
ey

A continuacion vamos a explicar los nuevos pardmetros que aparecen en el modelo relacionado con los
mecanismos de regulacion biomecanicos y geométricos.

3.3.21  Regulacion biomecanica

El primer parametro nuevo aparece en el ultimo término de la ecuacion de balance de OB,,. Es una funcion de
activacion que modula la proliferacion de OB, en funcion del estimulo mecénico al que esté sometida la matriz

Osea, vy, lo cual se conoce en la literatura como densidad de esfuerzo energético (SED). Segun Scheiner et

al.[24], la SED es estimada a la microescala donde los osteocitos sienten las sefiales mecénicas y las traducen
en una respuesta bioquimica. Es posible demostrar que la densidad microscépica de esfuerzo energético de la
matriz 0sea, y,,, , depende intrisecamente del tensor de tensiones macroscopico, X, del tensor de rigidez de la

matriz 6sea, C,,, y de la porosidad vascular, f:

Wbm = Wbm (Z' Cbm’ fvas) (150)

Pivonka [5] supone que la proliferacion de OB, esta regulada positivamente por la v, , de forma que a

mayor estimulo, mayor formacion de hueso, es decir, mayor proliferacion de OB, con el consecuente aumento
en la poblacién de OB, sintetizadores de matriz. La proliferacién de OB, se modulada por la influencia del
estimulo mecénico mediante una funcion de activacion que se define de la siguiente forma:

1

-~ \meSWbm(tO)

2

1 A vy «
Vom = 42| tbm g1 t)< < 151
o, =157 5 ) Yo (to) <Wom < Wi, (1.51)

1 *

WbmS\me

Donde A es un parametro constante que cuantifica la influencia de la transduccién biomecanica en el caso de
sobrecarga, es decir, en caso de que el estimulo sea alto. . (t,) es el valor del estimulo mecanico en el

estado de equilibrio y . =(1+ x’l)\ybm (t,) es el valor minimo del estimulo mecéanico para el cual

Wbm —
ct,0B, 1

La siguiente modificacion que aparece en este modelo también esta relacionada con el estimulo mecanico,
aungue en este caso se trata de una regulacion por bajo estimulo mecanico (desuso). La regulacion
biomecanica de la reabsorcion de hueso se tiene en cuenta en el modelo mediante la regulacion del sistema de
sefializacion RANK-RANKL-OPG por medio del estimulo mecanico. De forma que cuanto menor sea el
estimulo, mayor serd la reabsorcion, con lo cual aumentara la produccion de RANKL libre para que éste pueda
unirse al RANK y promover la osteoclastogénesis. La velocidad de produccién de RANKL en los OB,
aumenta con el desuso mecanico y puede expresarse de la siguiente forma:

ol 1 WVim Vom < Won (to)
PrarkL = Won (t) ’ (1.52)
01 \me 2 Wbm (tO)

Donde « es un parametro constante que cuantifica la influencia de la transduccién biomecanica en el caso de
desuso mecénico.
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Este nuevo parametro de velocidad de produccion de RANKL aparecera en el modelo dentro de la expresion
de la concentracion de RANKL sustituyendo al término que se refiere a la aportacion externa de dicha
molécula en la ecuacién (1.35), la cual queda ahora de la siguiente forma:

RAN KLef-f BRANKL + PR\‘X)IGKL
(153)

1+ KAl,RANKL -OPG + KAZ,RANKL'RANK BRANKL + I:N)RA,\,KL-RANKLeff

RANKL =

Llegados a este punto convendria explicar como se calcula el estimulo mecénico al que hemos ido haciendo
referencia en este subapartado, pues sera necesario saberlo para emplearlo en nuestro modelo final objeto de
este trabajo.

Segun el modelo is6tropo de Stanford, desarrollado a finales de los 80 y principios de los 90 bajo la direccion
del Dr. Dennis Carter, existe una condicion de remodelacion homeostética a nivel local. Esto quiere decir que
el tejido Gseo dispone de una serie de mecanismos para autorregularse y mantener dentro de un cierto rango de
valores una determinada magnitud fisioldgica, la que conocemos como estimulo mecénico. Estos mecanismos
son los que ya conocemos, implicados en el proceso de remodelacion 6sea interna, los cuales modifican la
densidad Gsea y, por tanto las propiedades mecanicas, con el objetivo global de homogeneizar el estimulo local
y mantenerlo dentro del rango antes comentado.

El estimulo mecanico local, v, , también denominado estimulo tensional tisular diario, o sea, a nivel del tejido,
es una magnitud relacionada con la carga a la que se encuentra sometido el tejido y que tiene en cuenta los

distintos casos de cargas que conforman la actividad fisica diaria habitual, podemos expresarlo de la siguiente
forma:

N 1Um
= (Z nic‘r{?J (154)

Donde N es el nimero de casos de carga diferentes, n, es el nimero promedio de ciclos diarios del caso de

carga i, G, es la tension efectiva local para el caso de carga i, pardmetro escalar que representa la intensidad

del estado tensional local en el tejido mineralizado, y m es un exponente experimental que Whalen y Carter
[26] estimaron entre 3 y 8 optando por un valor final igual a 4, que sera el que usemos en nuestro modelo.

Jacobs [27] propuso simplificar la historia de carga teniendo en cuenta que la escala de tiempos en la que
ocurre la variacion de cargas es muy diferente a la escala de tiempo en la que tiene lugar la respuesta del
hueso. Pues mientras las tensiones pueden variar en tiempos del orden de segundos, la respuesta de
remodelacidn tiene tiempos caracteristicos del orden de semanas 0 meses. Por ello, es conveniente sustituir las
tensiones o deformaciones instantaneas por variables cuasiestaticas que contienen informacién sobre todas las
actividades que se producen durante la historia reciente de carga. En concreto, la informacion que interesa de
cada actividad es la tension maxima promedio que origina y el nimero de ciclos que se produce dicha
actividad en el periodo de control en el que se toma dicho promedio. La duracion de este periodo no afecta de
manera relevante a la respuesta de la remodelacion, siempre que no sea excesivamente grande ni pequefio. Con
esta simplificacion podemos reescribir la ecuacion (1.54) de la siguiente forma:

Um—
Y, =N, "G, (1.55)
Donde n, es el nimero de ciclos que se realiza la actividad que se esté considerando en ese momento.

El modelo isétropo de Stanford incluye ademés la hipdtesis de que la matriz Gsea estd completamente
mineralizada, con una densidad local igual en todos los puntos, p. De esta forma, la densidad aparente del
tejido 6seo, p, que ya definimos en el segundo capitulo de este documento como la masa de la matriz 6sea

contenida en la unidad de volumen de tejido, depende tan sélo de la porosidad local, p, y no del grado de
mineralizacion de la matriz 6sea, que se supone que no varia en este modelo. La relacion entre la porosidad y
la densidad aparente se puede expresar de la siguiente forma:
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p=1-o 1P

Vi p

Para poder tratar al hueso como un medio continuo, es necesario pasar de la escala microscopica del nivel de
tejido, en la que el material es heterogéneo, al nivel continuo. Esto se hace de forma indirecta, relacionando la
resistencia Ultima del hueso trabecular a nivel continuo,G,,, con la resistencia ultima del tejido dseo

(1.56)

trabecular, G, , que se supone constante. Gibson [28] establecié que ambas magnitudes estan relacionadas a

ult,
través de la densidad aparente por medio de alguna funcién R(p).

G (p) =R(p)Sy, (1.57)

La evidencia experimental [29] muestra que esta funcion debe ser proporcional al cuadrado de la densidad
aparente. Ya que la resistencia Ultima a nivel continuo y a nivel tisular deben coincidir en el caso de porosidad

nula, donde la funcion debe ser tal que R(p) =1 . De esta forma la ecuacion (1.57) se puede reescribir de la
siguiente manera [19]:

Gmxp)=[%j Gu (158)

Esta relacion se debe cumplir no solo para la resistencia Gltima, sino para cualquier valor de tension, y en
particular para la tension efectiva. Sustituyendo en la ecuacion (1.54) la tension efectiva a nivel tisular o local
por la tension efectiva a nivel continuo y operando, se puede obtener el estimulo tensional diario continuo:

N Um
V= [Z nic—s;“j (1.59)

Que se relaciona con el estimulo tensional diario tisular de la misma forma gue las tensiones:

N2
W= (Ej 1\ (1.60)
p
Y que es posible simplificar de la misma forma que se hizo en la ecuacion (1.55):
y=n'"G (1.61)
Sustituyendo las ecuaciones (1.56) y (1.61) en la ecuacién (1.60) llegamos a la siguiente expresion:
~\2 — AlUm
G-n
\Vt = [Ej \I] = W 5 = c 2 (162)
P/ (1-p) (1-p)

Esta ecuacién serd la que emplearemos en nuestro modelo para calcular el estimulo en caso de tension
constante. Para el caso de deformacion constante, la expresion del estimulo serd la siguiente:

y,=e-n" (1.63)
Donde ¢ seré el valor de la deformacion aplicada en cada caso.

3.3.2.2 Regulacion geométrica

Las cuatro funciones de regulacion, gog (SV),gOBp (S.)90c, (S) y Joc, (S,). que aparecen en las

ecuaciones (1.46)-(1.49) incluyen una realimentacién geométrica en las distintas etapas del desarrollo de
osteoblastos y osteoclastos. Esto nos permite distinguir dos tipos de accion geométrica: la regulacion del inicio
de nuevos eventos de remodelacion (cracion de BMUSs), y la regulacion de la reabsorcion y la formacién
dentro de las BMUSs ya existentes.

El inicio de un nuevo evento de remodelacion comienza con el reclutamiento de OC, y OB, en la superficie
29



3 Modelos Matematicos de Remodelacion Osea Basados en Poblaciones Celulares

Osea. Este reclutamiento esta controlado por los osteocitos, que sienten el estado mecanico de la matriz 6sea y
lo comunican a las células progenitoras de la médula a través de la superficie del hueso. La compleja
dependencia de la disponibilidad de superficie dsea en el reclutamiento de OC, y OB, se modela mediante la

regulacién geométrica de la diferenciacion celular a través de las funciones gog (S,) ¥ Goc, (S,). Por lo

tanto, estas funciones modelan la influencia de la disponibilidad de superficie dsea en la iniciacion de nuevos
eventos de remodelacion, es decir, en el nimero de nuevas BMUSs, lo cual determina la velocidad de la
remodelacion Osea.

Por otro lado, la maduracién de OB, y OC, en células activas depende de la superficie 6sea disponible, ya que
los OC, solo pueden reabsorber hueso de la puerficie 6sea y los OB, solo depositan hueso nuevo en la

superficie osea. Esta dependencia se modela mediante las funciones gog (S,)Y Joc, (S,) - Estas funciones

determinan cuantos OC, y cudntos OB, pueden formarse en una BMU que ya esté remodelando hueso, o sea,
que ya contenga OB, y OC,. Con lo cual estableceran la cantidad de hueso que es reabsobido y formado en
una BMU ya existente.

Debido a las diferentes formas en las que actla la superficie 6sea en la diferenciacion de las células, las
funciones geométricas deberian tener expresiones distintas y podrian ser funciones complejasde la superficie

especifica, Sy. Como regla general se puede esperar que las g, son funciones que aumentan con S, , pero esta

dependencia puede ser no lineal debido a la complejidad de los mecanismos microscopicos mediante los
cuales la superficie 6sea puede afectar a la diferenciacion celular. Para tener en cuenta estos efectos en una sola
expresion, Pivonka et al. [5] utilizan una aproximacion fenomenoldgica y asumen que cada una de estas
funciones puede representarse como sigue:
ki
SV
Sv (to)

Donde S, (t,) se refiere a la superficie especifica en el estado de equilibrio de la remodelacion 6sea, en el cual

no hay pérdida ni ganancia de hueso. Al normalizar S, con su valor en el estado de equilibrio, nos aseguramos
que en el estado de equilibrio gi=1. Los valores de ki nos permiten controlar la influencia de la superficie
especifica en las diferentes etapas del desarrollo celular de OB y OC. Gracias a estos exponentes, ki, podemos
controlar la realimentacion geométrica en cada una de las poblaciones celulares, ya que haciendo ki=0 esta
relacion desaparece.

9,(S,) = , con k; >0, i=0B,,0B,,0C,,0C, (1.64)

3.3.2.3  Ecuacion para la porosidad

El dGltimo cambio que introduce este modelo viene a modificar la ecuacion (1.11) del modelo de Pivonka de
2008.

La actividad de osteoblastos y osteoclastos da lugar a la eliminacién y deposicion de hueso nuevo. Esta
actividad modifica la fraccion volumétrica de matriz dsea en el tejido, es decir, la porosidad del mismo. Los
osteoblastos depositan osteoide, que se mineraliza relativamente rapido: en pocos dias se alcanza el 70% de la
densidad de mineral maxima [20]. Dado que un proceso de remodelacion implica mucho mas tiempo, es justo
modelar que la matriz 6sea segregada por los osteoblastos se mineraliza por completo instantdneamente. Con
lo cual es plausible expresar la ecuacion (1.11) como la variacion de la porosidad vascular a lo largo del
tiempo:
d d

—f =——f =k
dt vas dt bm

Con esta ecuacion queda definido por completo el modelo de Pivonka de 2013.

OB, +k,OC, (1.65)

form
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3.4 Dafio y mineralizacién

3.41 Produccion de RANKL debida al daiio

En el presente trabajo se afiade un detalle més al modelo de Pivonka et al. [5] siguiendo lo propuesto por
Martinez-Reina et al. [1], se trata de incluir el efecto del dafio en la produccion de RANKL teniendo en cuenta
gue no solo el desuso provoca la produccién de RANKL, sino que también el dafio causa ese mismo efecto.

Cuando el tejido esta dafiado, es decir, presenta un gran nimero de microgrietas, los osteocitos embebidos en
la matriz désea sufren el mismo efecto que en el caso del desuso. Las conexiones del sistema lacuno-canalicular
se interrumpen debido a las microgrietas, impidiendo asi el paso del fluido que transporta las moléculas de
sefializacién que son intercambiadas entre los osteocitos y las demas células dseas. En el caso del desuso el
efecto era similar, pero estaba causado por una falta de movimiento de este fluido, provocada por un estimulo
mecanico insuficiente. Al no haber flujo del fluido que transporta la informacion biomecénica, los OB,
interpretan gue el hueso no se esta utilizando y por tanto debe ser eliminado al no ser Gtil para el organismo.
Eso se traduce en un aumento en la segregacion de RANKL por parte de los OBy, que provocara un aumento
en la diferenciacion de OC, a OC, (al unirse el RANKL con su receptor RANK situado en los OCy;) y por
consiguiente se vera incrementada la reabsorcion ésea.

La nueva ecuacion que se incluye en el modelo esta relacionada con el dafio y afectara a la expresion de la
concentracion de RANKL (ver ecuaciéon (1.53)), pues se incluird como un término mas dentro del término de
produccion externa de RANKL, en el cual ya se incluia la produccion de RANKL por desuso:

n d
PRANKL,d = PRuXJNKL + PRAaIr\anL (1.66)
PRdAalzanL =K, (1.67)

El factor «, indica la influencia del dafio en la emision de RANKL y d se refiere al valor del dafio, el cual
dependeré de las propiedades de fatiga del hueso y del contenido de mineral, entre otros parametros.

Para poder comprender como se calcula el valor del dafio en nuestro modelo, es necesario dar unas nociones
basicas sobre la composicion del hueso. Como ya hemos descrito en capitulos anteriores, el hueso es un tejido
compuesto por matriz y poros, relleno de médula Gsea, capilares sanguineos y nervios. Un volumen de hueso

de referencia,V, , se puede dividir en volumen de matriz 6sea,V, ,y volumen de poros,V, . La matriz 6sea esta
compuesta por una fase inorganica (mineral),V,, , una fase organica (principalmente colageno),V, .y agua,V,,

V.=V, +V, =V, +V, +V, +V, (1.68)
A raiz de estos volumenes se pueden definir una serie de parametros que seran de utilidad para nuestro

modelo. EI primero de ellos es la fraccion volumetrica de hueso, v, , que se puede expresar de la siguiente
forma:

v, =2 (1.69)

Gracias a este parametro podemos definir la porosidad, p , que ya habiamos descrito en el apartado 3.3.2.1 y
que sera una de las varibles independientes de nuestro modelo:

p= é =1-v, (1.70)

t

Otro pardmetro que también seréd independiente en nuestro modelo y que no hemos definido hasta ahora es la
fraccion de ceniza, que caracteriza el grado de mineralizacion. Se define como el cociente entre la masa de

mineral m_ (también conocida como masa de ceniza) y la masa seca (suma de la masa mineral y la masa
organica):
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My __ PuV (L.71)
m,+m, gV +pV

0

o=

La fraccién de ceniza es fundamental para el calculo del dafio, ya que determinara la cantidad de mineral en el
hueso, lo cual afecta a las propiedades mecanicas del tejido, como su rigidez o resistencia Ultima a traccion.

El dafio se considera como una variable independiente cuyo rango de valores esta restringido al intervalo [0,1],
de forma que d =0 seria un estado de tejido no dafiado y d =1 se corresponde con el caso de rotura local.
Segun la teoria isotropica de la mecénica de dafio continuo, el dafio se relaciona con la degradacion mecanica
0 pérdida de rigidez de la siguiente forma:

d=1-E£ (1.72)

0

Donde E es el mddulo de Young real del hueso dafiado y Eo es el médulo de Young del mismo hueso en una
situacion ideal de dafio nulo.

Los ensayos de fatiga nos muestran la evolucion de d segun el nivel de deformacion o de tensién y el nimero
de ciclos, asi como la vida a fatiga, que viene dada por una expresion de la forma:

K.
N, = 5—6' (1.73)
El subindice i puede ser ¢ para el caso de compresion o t para traccion, en nuestro modelo sélo tendremos
en cuenta el dafio provocado por esfuerzos de traccion. Los valores de K, y &, fueron obtenidos
experimentalmente por Pattin et al. [30] para hueso cortical sometido a ensayos de fatiga uniaxial, siendo para
nosotros de interés solamente el valor de 8, =14.1, pues la K, se calculara de otra forma.

De igual forma, Pattin et al. [30] obtuvieron una realcion entre la pérdida de rigidez, es decir, el dafio, y la
deformacidn constante aplicada y el nimero de ciclos. Estas curvas fueron ajustadas por Garcia-Aznar et al.
[31] dando lugar a la siguiente expresion:

d, :1—§/C—fz In(e% —C,&*N) (1.74)
Donde N es el nimero de ciclos y el resto de parametros se indican a continuacion.
Yy = —0.018(5 - 4100) +12 (1.75)
e -1
Ctl = T , Ct2 =-20 (1.76)

t

Como bien dijimos anteriormente, estas ecuaciones se aplican al caso de una carga de traccién. Mas adelante
determinaremos la expresion expleada para el calculo de K, .

El dafio aumenta debido a la fatiga que sufre el tejido 6seo, pero disminuye gracias a la remodelacion en la que
el tejido dafiado es reabsorbido y sustituido por osteoide, inicialmente intacto. En nuestro modelo asumimos

que el dafio esta uniformemente distribuido a lo largo del volumen de hueso,V,, dentro de cada volumen
macroscopico representativo donde las propiedades macroscopicas estdn promediadas segUn teorias de

continuidad. Por tanto, el dafio reparado por unidad de tiempo es proporcional al volumen de tejido que esta
siendo reabsorbido (realmente se trata de la fraccién del volumen total) y el dafio presente en ese volumen:

d=—d¥l (L.77)
Vb

Ademas de lo anterior, a la hora de calcular el dafio también debemos tener en cuenta que las propiedades de
fatiga del tejido dseo se van degradando a medida que aumenta el contenido de mineral. El contenido de
mineral no sélo aporta rigidez al hueso, sino que también lo hace mas fragil.
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Tradicionalmente, el limite de fatiga ha sido relacionado con la resistencia Ultima a traccion en distintos tipos
de materiales [32]. Considerando que la matriz 6sea no sufre deformaciones plésticas (lo cual se confirma con

el hecho de que el dafio se acumula por la aparicion de microgrietas), la tension dltima a traccion, G, , es
proporcional a la deformacion Gltima a traccion, €, , localmente, y se ha demostrado experimentalmente que
g, disminuye con el contenido de mineral [33] (ver Figura 3.7). Teniendo en cuenta esta idea se pueden hacer
las siguientes suposiciones:

1. Laformade lacurva d — N, expresada por la ecuacion (1.74) se mantiene a pesar de los cambios en
el contenido de mineral.

2. Solamente la vida a fatiga se ve afectada por el contenido de mineral, cambiando la constante K, de la
ecuacion (1.73) y manteniendo constante el exponente J, . Esto modifica lacurva d —N , yaque C,;
depende de K, . De forma que, aumentarndo K, obtenemos una vida a fatiga mayor y, obviamente,
una velocidad de acumulacion de dafio menor.

3. El limite de fatiga se considera para una vida a fatiga de 107 ciclos. Normalmente dicho limite de
fatiga se alcanza para una fraccion de la deformacion dltima a traccion, €, / 3, donde [ depende del

tipo de material, que para nuestro caso toma un valor igual a 2. Como muestra la Figura 3.7, ¢,

depende de la concentracion de calcio, [Ca], con lo cual, K, se puede obtener a partir de la ecuacion
(1.73) como sigue:

K, ([Ca]) =10’ (@] | (1.78)

4. Finalmente, la funcion €, =¢,([Ca]) se ha determinado relacionando los resultados de la Figura 3.7
con una regresion lineral apropiada que podemos ver en la figura en forma de linea gruesa.

loge, =25.452-11.341log[Ca] (1.79)

Todas estas expresiones han sido empleadas para calcular el dafio que sufre el tejido 6seo en nuestro modelo,
en el Anexo B podemos ver la funcion dano2.m creada en MATLAB, la cual nos permite realizar dichos
célculos.
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Figura 3.7. Relacion entre la deformacion Gltima a traccion y la concentracion de calcio (masa de calcio por masa seca). Adaptado
de[33].

3.4.2 Proceso de mineralizacion

En el Capitulo 2 del presente documento se dieron algunas nociones sobre el proceso de mineralizacion, una
de las Gltimas etapas del complejo proceso de remodelacion 6sea. Sin embargo, en este apartado trataremos de
explicar con mas detalle en qué consiste la mineralizacién y qué ecuaciones hemos empleado en nuestro
modelo para simular tal proceso, ayudandonos para ello de lo propuesto por Martinez-Reina et al. [1].

El osteoide nuevo depositado por los osteoblastos estd compuesto de colageno y agua. Parte de esta agua sera
posteriormente reemplazada por cristales de hidroxiapatita durante el proceso de mineralizacion. Dicho
proceso consta de tres fases: una fase inicial, llamada tiempo de retraso de la mineralizacion, que tarda entre 6
y 22 dias en la que no ocurre deposicion de mineral; una fase primaria, muy rapida (tarda pocos dias en
alcanzar el 70% del contenido maximo de mineral [34]); y una fase secundaria, en la que el mineral se va
afiadiendo a una velocidad exponencial decreciente, conforme el tejido se va saturando de mineral [20]. Existe
un limite en el contenido de mineral que vendra determinado por el volumen de agua presente en el osteoide
inicialmente. La fase secundaria se define como el periodo entre el final de la fase primaria y el instante en el
que se alcanza el 95% del contenido teoricamente maximo de mineral [34]. Desde este punto de vista, en un

determinado volumen de hueso V,, el volumen ocupado por la fase organica,V,, permanece constante
después de su formacion, mientras que el volumen de agua,V,,, se convierte en volumen de mineral,V,,
durante la mineralizacion (AV,, =—AV,,).

Si definimos los volimenes especificos v, =V, /V,,v,, =V IV, y v, =V, /V,, entonces se cumple que
v, +V, +V,, =1, siendo v, un valor constante, en torno a 3/7 [25]. De esta forma, la ecuacion (1.71) puede
expresarse en funcion de los volimenes especificos, simplemente dividiendo por V, :

Vv
o = - PinVm (1.80)
pmvm + pOVO

Dado que el agua es reemplazada por mineral durante el proceso de mineralizacion, v, aumenta a corde con la
siguiente ley propuesta por Martinez-Reina et al. [1], en la cual se distinguen el tiempo de retraso de la
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mineralizacion; la fase primaria, con un aumento linear y la fase secundaria, que sigue un comportamiento
exponencial decreciente:

0 si t<t,
-t .
Vo () =1V i t it si t, <t<t, +t, (L81)
prim
_ _ ’K(t’tprim ’tmlt) .
Vmax (Vmax Vprim)e Sl t +t . <t

prim mit

Donde « es un parametro que mide la velocidad de deposicion del mineral en la fase secundaria; t;, Yyt

representan la duracion del tiempo de retraso de la mineralizacion y de la fase primaria respectivamente;
v . =0.121 es el volumen especifico de mineral al final de la fase primaria, correspondiente a o =0.45

prim
[34]; v, =0.442 es el volumen especifico de mineral correspondiente al contenido maximo de calcio, 300
ma/g [33].

El mineral es eliminado del hueso mediante reabsorcion, proceso mediante el cual el calcio es liberado de
nuevo al flujo sanguineo y enviado a cualquier parte del cuerpo donde sea necesario. La cantidad de mineral
recuperado depende de la fraccién de ceniza del tejido que esta siendo reabsorbido, o lo que es lo mismo, de su
volumen especifico de mineral, del cual es proporcional la fraccion de ceniza. El volumen especifico de
mineral en el instante de tiempo t + At viene dado por la siguiente expesion:

v, (t)V, (t) —v,, (D)AV, (t) + AV, (t + At)
V, (t+ At)

min

v, (t+At) = (1.82)

El primer término es el volumen de mineral presente en el instante de tiempo t. El segundo término nos da el
volumen de mineral eliminado de la matriz 6sea por reabsorcion, siendo AV, (t) el volumen de tejido

eliminado entre t y t+ At . El tercer término representa el incremento del volumen de mineral debido a la
mineralizacién, expresado segun:

AV, (t+AD) = [V, (t,r)dvg—r(r)dr = j;R\Z (t, r)dvcf;—r(f)dr (1.83)

Donde \7f (t,t) es el volumen de tejido formado hace t dias y que todavia esta presente en el instante de

tiempo t. El tejido se mineraliza a una velocidad variable que puede evaluarse segun la ecuacion (1.81). La
integral debe incluir la mineralizacion de todo el tejido previamente formado. Sin embargo, como el hueso
sufre remodelacion continuamente, el tejido formado hace tiempo puede haber sido ya reabsorbido

(\7f (t,) — 0 conforme t — ), ese tejido ya no sera mineralizado y no permanecera en el integrando. Por

lo tanto, los limites de integracion pueden reducirse a los dltimos t; dias, tiempo de residencia del tejido en la
matriz Gsea.

Analizando la ecuacion (1.82) podemos comprobar un hecho evidente: cuanto mayor sea la cantidad de tejido
reabsorbido diariamente, menor sera la fraccion de ceniza. Es decir, un hueso con una intensa actividad de
remodelacion tiene menor contenido de mineral que un hueso mas estatico, pues el tejido no tendréa tiempo de
mineralizarse antes de ser reabsorbido.

Para simular el cambio diario de cada variable del modelo se aplica el algoritmo de remodelacion,
aproximando la integral por una suma con un incremento diario.

AV, (t+At) = i\ﬁ (t,D)[v, (i) -V, (i -D)] (1.84)

Con el objetivo de estimar el valor de \7f (t,i) se asume que el volumen de tejido formado en los dias previos
se ha distribuido uniformemente en el volumen de hueso. De esta forma, el volumen reabsorbido de un
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determinado V, (t,i) es proporcional a V, (t,i)/V, (t), y, por supuesto, al volumen reabsorbido, AV, (t).
Por lo tanto:
Vi (t,1)

V. (t+1i+1) =V, (t,i) - AVr(t) o)

(1.85)

El algoritmo empleado para calcular \7f (t+1,i+1) se muestra de forma esquematizada en la Figura 3.8.

El tiempo de residencia, t, , es variable y depende, en este modelo propuesto por Martinez-Reina et al. [1],
tanto de AV, como de AV, , que deben ser iguales en el estado de equilibrio de la remodelacion. Para reducir
el coste computacional, la cola de la Figura 3.8 se trunca en el dia i =t (t, <t;) . Se asume que el volumen de
tejido formado al cabo de t, dias mineraliza instantaneamente llegando al contenido de mineral maximo. Esto
es una aproximacion, pero si t, es lo suficientemente grande, la cantidad de tejido implicada es tan pequefa

que el efecto de esta aproximacion es despreciable.
‘ AVi (D)
Vit+1,0)

V.1, 0) — Vot+1,1)
e V0 .
V(r, 1) AV Vil1)
A —> | Vit+1li+1)
: v D '
i Vylt)
Vit +1, 1)

Vi, 1)
day ¢ day 1+ 1

Figura 3.8. Algoritmo empleado para calcular \7f (t +1,i +1) . Se usa una cola (FIFO) con la ley de recurrencia expresada en la
ecuacion (1.85). Tomado de [1].

El proceso de mineralizacion descrito en este apartado se ha implementado en el modelo con la ayuda de las
funciones mineral.m y calmineral.m desarrolladas en MATLAB, las cuales se encuentran en el Anexo C.

3.5 Papel de los osteocitos en la remodelacion 6sea

Los osteocitos, como bien describimos en el Capitulo 2 de este documento, son células terminales difereciadas
de los osteoblastos. Conforme los osteoblastos maduran, alrededor del 20% quedan rodeados por la matriz
extracelular que ellos mismos han secretado. Dicha matriz se denomina osteoide y estd compuesta
principalmente por colageno tipo | junto con menores cantidades de otras proteinas. Las células que residen en
el osteoide se denominan osteocitos-osteoides o pre-osteocitos. Conforme siguen madurando las células, los
osteocitos se mineralizan mediante un proceso estrechamente controlado, quedando completamente
embebidos dentro de la matriz ésea mineralizada [35]. El proceso de embebido da lugar a un sinticio de
osteocitos, altamente interconectados con sus vecinos dentro de la matriz 6sea y a la pelicula superior de
osteoblastos (ya diferenciados en células de borde), a través de dendritas que se desarrollan en las células
durante la transicion de osteoblasto a osteocito [7]. Todo esto ocurre a lo largo de unos canales denominados
canaliculos dentro de la matriz dsea que permiten el paso de nutrientes y oxigeno desde los vasos sanguineos
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hasta los osteocitos, asi como de moléculas de sefalizacion dese una célula a otra. Gracias a ello, las células
enterradas profundamente en la matriz Gsea pueden comunicarse con las células de la superficie sin estar en
contacto fisico.

La localizacion de los osteocitos dentro de la matriz les da la habilidad de sentir esfuerzos localizados en el
hueso y responder en consecuencia. Los osteocitos participan regulando la formacion de hueso, en particular a
través de la secrecion de esclerostina (SOST), un inhibidor de la ruta de sefializacién Wnt, compuesta por
proteinas implicadas en el crecimiento, diferenciacién y apoptosis celular que ayudan a la formacién de hueso.
Asimismo, los osteocitos ayudan a mineralizar la matriz blanda sintetizada por los osteoblastos, regulando asi
el grado de mineralizacion del hueso[7].

La idea de que los osteocitos pueden influenciar en la remodelacion 6sea ha sido conocida durante muchos
afios, sin embargo, este concepto se ha demostrado claramente en pruebas recientes [36], las cuales muestran
que los osteocitos pueden controlar directamente la diferenciacion y la actividad tanto de los osteoclastos como
de los osteoblastos.

En los siguientes subapartados se desarrolla con mas detalle el papel que juegan los osteocitos sobre cada una
de las células efectoras (osteoclastos y osteoblastos), asi como las nuevas ecuaciones incluidas en el modelo
para tener en cuenta dicha influencia.

3.5.1 Influencia de los osteocitos en la formacion osea

Existen pruebas evidentes que indican que los osteocitos regulan negativamente la diferenciacion de
osteoblastos y, por tanto, la formacion de hueso, y que la densidad de osteocitos esta relacionada
negativamente con la formacion de hueso[7], [37], [35], [38]. Ademas, hay estudios que demuestran que la
apoptosis de osteocitos o la interrupcion de la red de osteocitos también disminuye la formacion de hueso [36].

Tras el andlisis de todos los estudios anteriores queda claro que la ruta de sefializacion que regula la
diferenciacion y funcion de los osteoblastos esta dominada por la SOST, la cual es activada mediante la carga
mecéanica. La SOST es una glucoproteina, secretada especificamente por los osteocitos, que inhibe la
diferenciacién y funcién de los osteoblastos mediante la anulacion de la ruta de sefializacién Wnt. Con lo cual,
la formacién de hueso es mayor en individuos con una cantidad menor de SOST.

La produccion de SOST por parte de los osteocitos esté regulada tanto por fuerzas mecanicas como por la PTH
(hormona paratiroidea). De hecho, la eliminacion especifica del receptor de PTH por parte de los osteocitos
aumenta la produccion de SOST y perjudica la diferenciacion de osteoblastos, mientras que la produccion
especifica de un receptor activador de PTH en los osteocitos regula negativamente la producciéon de SOST.
Con lo cual, la SOST es el principal regulador negativo de la diferenciacion de osteoblastos producido por los
osteocitos.

Como bien exponen Prideaux et al.[35], una de las rutas de sefializacion mas importantes en la formacion 6sea
es la ruta de sefializacion Wnt/B-catenina. Esta ruta regula la diferenciacion de los osteoblastos a partir de sus
precursores. Los osteoblastos y los osteocitos producen inhibidores de la ruta Wnt, entre los que se encuentra
la SOST, como ya dijimos anteriormente. Aunque probablemente se trate de un proceso mas complejo, la
inhibicién de la sefial Wnt por parte de la SOST impide la diferenciacion de osteoblastos asi como la
mineralcion de los osteocitos.

Prideaux et al. [35] sostienen que el incremento en la masa ésea debido a cargas mecanicas depende también
de la ruta de sefializacion Wnt/B-catenina. La liberacion de prostaglandinas por parte del hueso cargado
mecanicamente provoca la activacion de la sefial -catenina durante una ahora y rapidamente disminuye los
inhidores de Wnt.

Por otra parte, la presencia de PTH aumenta tanto la formacion de hueso como la reabsorcion, pues segun el
modo Y la longitud del tratamiento que se aplique puede dar lugar a una ganancia o a una pérdida neta de
hueso.

3.5.2 Influencia de los osteocitos en la reabsorcion dsea

Segun la teoria concluida por Capulli et al.[36], la formacion y actuacion de los osteoclastos es un evento muy
delicado en la homeostasis del hueso, por lo que debe estar estrictamente regulado para evitar la erosion
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excesiva del mismo. Se ha demostrado que la apoptosis de osteocitos regula la formacion de osteoclastos. Esto
ocurre bajo condiciones especificas, principlamente tras la menopausia o bajo condiciones patologicas como
microfracturas, estando cuidadosamente relacionado con el incremento de la reabsorcion 6sea.

Tatsumi et al. [39] demostraron que la apoptosis de osteocitos es paralela al incremento de la produccion de
RANKL en el hueso, mejorando asi la formacion y actuacion de los osteoclastos. Como bien sabemos, la
unién del RANKL a su receptor RANK localizado en la superficie de los osteoclastos precursores da lugar a la
diferenciacién de éstos en osteoclastos activos capaces de reabsorber hueso. Aungue el RANKL es producido
por muchos tipos de células diferentes y durante todas las etapas de la diferenciacion de los osteoblastos,
estudios recientes han demostrado que es el RANKL procedente de los osteocitos el que tiene un papel
esencial en la remodelacion dsea. De igual forma se ha demostrado que los osteocitos son los mediadores
principales de la reabsorcion dsea inducida por la PTH.

El RANKL se puede encontrar en forma libre o bien ligado a una membrana celular, siendo el RANKL unido
a la membrana de los osteocitos el principal responsable de la diferenciacion y funcién de los osteoclastos.
Esto sugiere que son los osteocitos cercanos a la superficie 6sea, y por tanto a los osteoclastos, los que regulan
la reabsorcion del hueso durante la remodelacion.

Ademas de RANKL, los osteocitos también producen osteoprotegerina (OPG), la cual actla como receptor
atrayendo RANKL. Por tanto, la proporcion de produccion de RANKL-OPG es un indice clave en la
reabsorcion ésea. La OPG también controla la localizacion subcelular de RANKL dentro del osteocito. Es
interesante comentar que un tratamiento con esclerostina aumenta el ratio RANKL-OPG provocando una
mejora en la reabsorcién 6sea. El desuso mecénico de los huesos provoca un aumento de la esclerostina, que
conlleva un aumento del indice RANKL-OPG. Esto sugiere que la esclerostina tiene la capacidad de regular la
masa del hueso, no s6lo inhibiendo su formacion, sino también aumentando la reabsorcion.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, queda en evidencia gue la concentracion de RANKL en el hueso vendra
dada, entre otros factores, por la poblacion de osteocitos. Con el objeto de incluir este detalle en nuestro
modelo, consideramos que la produccion externa de RANKL es aquella que proviene de los osteocitos y que
estara influenciada por el dafio y por el desuso. Como acabamos de ver, el dafio y el desuso provocan la
muerte celular de los osteocitos, debido a la interrumpcion o a la falta de movilidad del flujo de nutrientes que
circulan por el sistema lacuno-canalicular. Al producirse la apoptosis de osteocitos, estos segregan RANKL
con el fin de favorecer la osteoclastogenesis. Ademas, los osteocitos también segregan RANKL incluso sin
sufrir apoptosis, simplemente por estar sometidos a situaciones de desuso o a un dafio elevado. De esta forma,
la concentracién de RANKL dependera ahora de la poblacion de osteocitos presente en el modelo y la
ecuacion (1.53) se reescribe de la siguiente forma:

RANKL Brane + (Pammic. *+ Prani) Nogy - OCy

RANKL = (1.86)

1+ KAl,RANKL'OPG + KAZ,RANKL'RANK Branke + I5RANK|_-RANKLeff

RANKL
OCy

que determina el nimero maximo de OCy que segregan RANKL debido al dafio y/o al desuso.

Donde OCy es la concentracion de osteocitos medida en nimero de células por mm®*y N es un factor

Dado que la concentracién de RANKL influye en la diferenciacion de osteoclastos no comprometidos en
osteoclastos precursores y de osteoclastos precursores en osteoclastos activos, con esta modificacion que
incluye el efecto de los osteocitos en el RANKL se veran cambios en las poblaciones de OC, y OC, dando
lugar a la modificacion de todas las poblaciones celulares implicadas en el modelo que se relacionan a través
de las ecuaciones (1.46)-(1-49) y (1.65).

3.5.3 Formacion y apoptosis de osteocitos

Los osteocitos se forman cuando un osteoblasto maduro queda enterrado dentro de la matriz Gsea, sin
embargo, hasta ahora no hemos determinado qué cantidad de osteoblastos quedaran atrapados, ni de qué
depende que esto suceda. En este subapartado trataremos de aclarar este asunto sirviendonos de la teoria
expuesta por Buenzli [7].

En el hueso cortical, la renovacion de la matriz dsea es llevada a cabo por grupos de células reabsorbedoras y
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formadoras de hueso, dichos grupos de células se denominan BMUs (basic multicelular units). Este proceso de
renovacion genera unos elementos estructurales cilindricos de tejido 6seo llamados osteonas. La distribucion
de los osteocitos dentro de la osteona nos muestra como de organizado y 6ptimo es el proceso de formacion
del hueso. Estudios realizados por Hannah et al. [40] han determinado que la densidad de los osteocitos dentro

de la osteona depende del radio de la misma, OCy_ (R) (véase la Figura 3.9).
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Figura 3.9.Dependencia radial de la densidad de osteocitos Ocyw (R) en una osteona. En negro: datos tomados de [40]. En gris:
curva de interpolacion. Tomado de [7].

Segun Buenzli [7], la velocidad de enterramiento de osteoblastos, D, , s funcion del radio de la cavidad

que se va cerrando por accion de la BMU y puede estimarse como una combinacion de la densidad de
osteocitos, OCy,_ (R), y de la velocidad de sintetizacion de matriz por parte de los ostoblastos, k., , de la

siguiente forma:
Dburial (R) = OCyoo (R)kform (R) (187)

La velocidad de enterramiento de osteoblastos promedio decrece conforme el radio de la cavidad disminuye,
es decir, cuando mas rellena esta la cavidad, menos osteocitos se forman, debido a que K., .. va disminuyendo

form
conforme se rellena la cavidad. Esta observacion no explica explicitamente qué proceso bioldgico dirige esta
disminucion progresiva de la velocidad de enterramiento, pero muestra que las diferencias en D, pueden

ser muy amplias y pueden provocar diferencias en la velocidad de secrecion de matriz determinando la
densidad de osteocitos.

Buenzli [7] considera la velocidad de enterramiento, D, ., ,» como una medida general de la probabilidad por

unidad de tiempo de que un osteoblasto cualquiera sea enterrado por la matriz 6sea. Pazzaglia et al. [41]
estimaron que arpoximadamente uno de 67 osteoblastos sufre una transicion osteoblasto-a-osteocito durante el
curso de la deposicion de una capa de matriz con el espesor de una laguna osteocitica. Esta fraccion de

osteoblastos que se quedan enterrados esta incluida implicitamente en la definicion de D

burial *
Sea Wy, el espesor de una laguna osteocitica en la direccion de porpagacion de la superficie Osea, y

Voo, = Pocy | Poga ®1/67, donde poc, es la densidad superficial de lagunas osteociticas abiertas que se

pueden ver en la superficie dsea. Teniendo que OCy,, = pyq, / Wy, = oo Poga ! W, Y sabiendo que la

velocidad de crecimiento de la superficie dsea es directamente proporcional al producto de K., ¥ Poga
~ WOCy
espesor We, - Sustituyendo esto en la ecuacion (1.87) llegamos a:

llegamos a que k ! (PogaTocy) » donde T, es el tiempo requerido para depositar una capa de

form

39



3 Modelos Matematicos de Remodelacion Osea Basados en Poblaciones Celulares

1
T (1.88)

OCy

D,y =OCy, K

urial form

El factor 1/ Toc, corresponde a la probabilidad de enterramiento por unidad de tiempo de un osteoblasto

destinado a ser enterrado. Por definicion, la poblacion de estos osteoblastos tiene probabilidad uno de ser
enterrada dentro de la capa de espesor W, depositada durante T, .

Teniendo en cuenta todo lo anterior, para realizar el modelo objeto de este trabajo se ha tenido en cuenta un
valor de T, igual a 1, considerando que se trata de un valor razonable seglin las definiciones anteriores. De

esta forma, la velocidad de enterramiento de osteoblastos se considera constante, D, =1/67.

burial

En el modelo anterior al aqui propuesto (Pivonka 2013), solo se tenia encuenta la muerte de osteoblastos, pero
no su diferenciacion en osteocitos. Por ello, en este nuevo modelo debemos repartir el antiguo término de

apoptosis de osteoblastos, AOBa , entre apoptosis de OB, y diferenciacion en osteocitos, es decir, que el nuevo

valorde A,;, seraahora:

nlét:VO = AbBa - Dburial (189)
Esto da lugar a un cambio en la ecuacion (1.47) que ahora quedara de la siguiente forma:
dOBa - uevi
= gOBp (Sv) DOBp OBp Te(;FOBBID - nBi 0'OBa - Dburial 'OBa (190)

dt

Como podemos observar, en esta nueva ecuacion se ha incluido un término que provoca una disminucion de la
poblacion de OB,, es el término de enterramiento de osteoblastos, o lo que es lo mismo, de diferenciacién de
OB, en osteocitos.

El objetivo principal de este trabajo es incluir la poblacion de osteocitos como otra variable de estado mas
dentro del modelo propuesto por Pivonka et al. [5]. Ya sabemos que dicha poblacién estard dominada
positivamente por el enterramiento de osteoblastos, pero nos falta analizar la apoptosis de osteocitos. A lo
largo de este documento hemos descrito en varias ocasiones como el dafio y la falta de estimulo mecéanico
(desuso) provocan la muerte celular de osteocitos. Por ello, se propone crear un término de apoptosis de
osteocitos que sea proporcional al dafio y al desuso que sufre el tejido 6seo. Con todo, la ecuacién diferencial
final que expresa la evolucion de la poblacion de osteocitos a lo largo del tiempo dentro de nuestro modelo de
remodelacion 6sea queda de la siguiente forma:

doCy _ D
dt

Todos los parametros que aparecen en la nueva ecuacion son conocidos, pues se han descrito a lo largo de este
documento, excepto A, , que hace referencia a la velocidad de apoptosis de osteocitos. Podemos apreciar

burial OB4 — AOCy ( Pravic + PRd:rr\JnKL )-OCy (1.91)

como el dafio, Piaw, . y el desuso, Py, aparecen en forma de sumandos dentro del término de muerte

celular de osteocitos, ya que si el dafio fuera nulo, el desuso seguiria afectando a la apoptosis osteocitica y
viceversa.

Queda asi definido el nuevo modelo de poblaciones celulares con la inclusion del efecto de los osteocitos, el
cual puede resumirse a las ecuaciones diferenciales (1.46),(1.90),(1.48),(1.49),(1.91) y (1.65) que vemos a
continuacion, teniendo en cuenta también todas las ecuaciones que expresan concentraciones de moléculas
implicadas en el proceso asi como las ecuaciones necesarias para hallar los parametros empleados en el
modelo. A continuacién exponemos de manera conjunta las seis ecuaciones que componen el sistema de
ecuaciones diferenciales:

dOB,

T = Oog, (S,)-Dog, OB, - TC(IS'(:JI_BS —Jos, (S\/)'DOBp 'OBp'HrTe(;,T)Ei +POBp' ‘Ié?fnosp 'OBp
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dOB — nuevo

dt L= gOBp (Sv)'DOBp OBp ZiFOBi — Mos, 'OBa - Dburial 'OBa
dOCp _ s D OC RANKL MCSF S D OC RANKL
T =Joc, (S,)- oc,” u'Hact,ocu 'Ham,ocu gocp( V) oc,” p'Hact,ocp
doC -

dt L= gocp (Sv)'Docp'OCp'HaFiﬁgléLp - Aoca -OCa- Tc?,';cz
dOCy am
T = Dyiyia OB, — AOCy ( PraniL + PF?ANKL )'OCy

d :_ifbm:_k

e fvas OBa + kresOCa
dt dt

form
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4 RESULTADOS

de 2013, con la inclusién de una nueva variable que representa la poblacién celular de osteocitos en el
modelo de remodelacion 6sea. Asi mismo, compararemos los resultados obtenidos en el nuevo modelo
con los que se obtenian en el modelo anterior, sin el efecto de los osteocitos, a estos resultados los llamaremos

En este capitulo vamos a analizar la efectividad del nuevo modelo creado a partir del modelo de Pivonka

caso nominal.

Los valores de los parametros empleados en el modelo se indican en la siguiente tabla:

Simbolo Valor Descripcion
Do, 0.7/dia Velocidad de diferenciacion de OBu en OBp
Dogp 0.166/dia Velocidad de diferenciacion de OBp en OBa
Acg. (0.111-(1/67))/dia | Velocidad apoptosis OBa
Posp 0.021/dia Velocidad de proliferacion de OBp
Doy 4.2/dia Velocidad de diferenciacion de OCu en OCp
Doc, 2.1/dia Velocidad de diferenciacion de OCp en OCa
Aoca 5.65/dia Velocidad apoptosis OCa
Dyuria (1/67)/dia Velocidad enterramiento OBa
Py 0.001/dia Velocidad apoptosis OCy
KDLTGF_[3 5.63e-4*0.01 pM | Constante de disociacion de la union TGF-p y OBu.
Kpzrer s 1.75e-4*0.01 pM | Constante de disociacion de la union TGF-B y OBp.
Kosrer—p 5.63e-4*0.01 pM | Constante de disociacion de la union TGF-p y OCa.
onpm 150 pM Constante de activacion de la union PTH y OB.
Kos.prh 0.222 pM Constante de represion de la union PTH y OB.
S mee 5.68 pM Constante de disociacién de la union de RANKL
con OCu y OCp.
K Az rankL 0.001/pM Constante de asociacion entre RANKL y OPG.
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K a2 rankL 0.034/pM Constante de asociacion entre RANKL y RANK.
mosf 0.5 Funcién de activacion de MCSF para la
ct.ocu diferenciacion de OCu a OCp.

N RANKL 1000 NUmero maximo de OCy que segregan RANKL
oy debido al dafio y/o desuso.
NgéNK led NUmero de receptores de RANK por OCp.
P
BrankL 1.68e2 pM/dia Velocidad de produccion de RANKL.
RLRANKL 2.7e6 Méximo nimero de RANKL por OBp.
D 10/dia Velocidad de degradacion del RANKL
RANKL
D 0.35/dia Velocidad de degradacion del OPG.
OPG
B, o 1.62e8/dia Velocidad de produccién de OPG por OBa.
OPG 2e8 pM Densidad de OPG a la que se detiene la produccion
e endégena.
P 0 OPG administrado externamente.
OPG,d
D 86/dia Velocidad de degradacion del PTH.
PTH
Bory 250250 pM/dia Velocidad de produccion de PTH sistémico.
P 0 PTH administrado externamente.
PTH .d
a 0.01 pM Concentracion de TGF-B en la matriz dsea.
P. oF p.d 0 TGF-B administrado externamente.
f)TGF*B 2/dia Velocidad de degradacion del TGF- B.
K, 5.6366 /pM Velocidad de reabsorcion de matriz 6sea.
K torm 0.1325/pM Velocidad de formacion de matriz 6sea.
Wi (to) 50 MPa/dia Estimulo en el estado de equilibrio.
m 4 Exponente del nimero de ciclos.
o 30 MPa Carga aplicada
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n, 1000 Nuamero de ciclos diarios.
K 1le5 Influencia del estimulo mecénico en la
emision de RANKL.
A 0.1 Influencia del estimulo en la proliferacion de OBp.
K, 5e4 Influencia del dafio en la emisién de RANKL.
t, 1000 dias Tiempo de residencia del tejido.
XMINMAX 0.72 Fraccion de ceniza maxima
DT 22 Tiempo de retraso de la mineralizacion.
X, 0.007 Parametro que mide la velocidad de mineralizacion.
OB, 0.001 pM Densidad de OBu.

OC, 0.001 pM Densidad de OCu.

DeltaT 1/4 dias Tiempo de integracion.

OBa0 0.0083 pM Valor inicial de la poblacién de OBa.

OBp, 0.0230 pM Valor inicial de la poblacion de OBp.

OCa, 1.9496e-4 pM Valor inicial de la poblacion de OCa.

OCp, 0.0089 pM Valor inicial de la poblacion de OCp.

OCy, 0.1*OBag pM Valor inicial de la poblacion de OCy.
d, 0.0031 Valor inicial del dafio.
Po 0.1244 Valor inicial de la porosidad.
a, 0.6920 Valor inicial de la fraccion de ceniza.

A la hora de ejecutar el programa, hemos partido de unas condiciones iniciales arbitrarias que determinan los
valores iniciales de las poblaciones celulares consideradas, asi como del dafio, la porosidad y la fraccion de
ceniza. Estos valores vienen indicados en la tabla anterior. Las poblaciones celulares (OBa, OBp, OCa, OCp,
OCy), tanto en el caso nominal como en el huevo modelo, han sido normalizadas respecto a dichos valores
iniciales para poder observar su evolucion a lo largo de 4 afios seguin su valor de partida.

Como ya vimos en el capitulo anterior, tres parametros nuevos han sido incluidos para poder modelar el efecto
de la poblacion de osteocitos, estos son: la velocidad de enterramiento de osteoblastos, D la velocidad de

burial *
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apoptosis de osteocitos, Ay, , Y Nig, . que determina el nimero méximo de osteocitos que segregan

RANKL debido al dafio y/o al desuso. Considerando un valor constante de D =1/67, tal y como se

burial

detalld en el subapartado 3.5.4, sélo nos quedaria determinar los valores dptimos de N RANKL - de forma
Cy OCy

que las poblaciones celulares resultantes se estabilicen dentro del tiempo de simulacion.

Para ello, hemos empleado el archivo de MATLAB osteocitosl.m (Anexo A) en el cual se incluyen todas las
ecuaciones expuestas a lo largo de este documento, necesarias para resolver el sistema de ecuaciones
diferenciales compuesto por (1.46),(1.90),(1.48),(1.49),(1.91) y (1.65) el cual podemos ver de forma conjunta
al final del capitulo 3.

En nuestro modelo hemos considerado que el hueso objeto de estudio estd sometido a una carga uniaxial de
traccion constante e igual a 30 MPa y hemos analizado como evolucionan las poblaciones de OB,, OB,, OC,,
OC, y OCy (osteocitos), asi como el dafio, la porosidad y la fraccion de ceniza de nuestro sujeto al cabo de
cuatro afios. Con lo cual, hemos analizado dichas poblaciones para un tiempo de simulacion de 1460 dias,
empleando un intervalo de tiempo entre cada instante de simulacion de 1/4 de dia.

A continuacion detallaremos los resultados obtenidos tras realizar el analisis de sensibilidad de nuestro nuevo

fAni RANKL
modelo frente a variaciones en A,c, yen Ngc,

4.1 Influenciade A,

Para poder determinar los valores dptimos de A,., en los que el modelo presenta soluciones estables, fue

necesario realizar un analisis dimensional de todos los parametros implicados en el mismo, para asi poder
determinar qué valores de nuestros nuevos parametros aportarian algin cambio significativo a las variables del
modelo.

Gracias a este analisis se concluyo que los valores optimos de A, estarian dentro del orden de 10 ylos

valores 6ptimos de NJ&)"" en el orden de 10%. Teniendo esto en cuenta, a la hora de analizar la sensibilidad

RANKL
NOCy

realizar multitud de simulaciones, todas ellas daban resultados claramente inestables, por ello se ha terminado

empleando un valor de N53"*" =10° para poder analizar la influencia de A, y obtener soluciones estables.

del modelo ante el parametro A, se decidio dejar un valor constante de =10". Sin embargo, tras

RANKL

ocy =10, las poblaciones celulares evolucionan de manera

De esta forma, para un valor constante de N

estable dentro de un rango de valores de A, comprendido dentro de [5-:10%; 2-107]. Para valores superiores

a este rango, las soluciones son extremadamente inestables y para valores por debajo de este rango el dafio
alcanza la unidad, es decir, se llega a una situacion de rotura local. Esto se debe a que la apoptosis de
osteocitos seria tan baja que a penas habria muerte celular de osteocitos, haciendo que dicha poblacion crezca
descontroladamente, aumentando asi la concentracion de RANKL (véase ecuacuacion (1.86)) y favoreciendo
la osteoclastogénesis, lo cual puede degenerar en un aumento de la porosidad con el consiguiente aumento de
la fragilidad del tejido Gseo.

A continuacién detallamos la evolucion de los ocho pardmetros antes mencionados (OB, OBy, OC,, OC,,
OCly, dafio, porosidad y fraccion de ceniza) a lo largo de un tiempo de simulacion de 4 afios para los distintos
valores de A, empleados dentro del rango de estabilidad del modelo.

411 OBa

La poblacion de osteoblastos activos se ve influenciada por las variaciones en A, en la medida en que A,

afecta a la poblacion de OCy, la cual influye en el valor de la concentracion de RANKL (como vimos en el
subapartado 3.5.3), que a su vez afecta a la poblacion de OCa a través de la funcién de activacion de la
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diferenciacién de OCp en OCa. Por ultimo, la poblacion de OCa se relaciona con los OBa a través de la
funcion de represion del TGF-B y asi se cierra el ciclo de influencia entre el valor de A, y la poblacion de
OBa.

Veamos a continuacion como es la evolucion de dicha poblacion para distintos valores de A, empleados en

el modelo a través del programa MATLAB:

Osteoblastos Activos

AOCy=0.0005
AOCy=0.001
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AOCy=0.01
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t AOCy
Podemos observar claramente que cuanto mayor es el valor de A, , menor es la poblacion de OBa,
presentando unos resultados mas estables para valores de A,., =0.001 6 A, =0.005, en los cuales la

derivada de la poblacion de OBa es del orden de -107". Es decir, que a pesar de que dicha poblacion tiende a

seguir disminuyendo, lo hace tan lentamente que podemos considerarlo despreciable dado que el orden de
magnitud de OBa estan en torno a 102,

El hecho de que OBa disminuya conforme aumenta A, tiene una explicacion, pues un mayor valor en la

velocidad de apoptosis de osteocitos implica una disminucion en la poblacion de osteocitos. Esto conlleva una
disminucion de la concentracion de RANKL (ver ec.(1.86)), que a su vez disminuye la poblacion de OCa, la
cual esta relacionada como ya hemos visto con OBa a través del TGF-p.

Observando las graficas, vemos que al movernos en el rango entre A, =0.005 y A, =0.0005 la
sensibilidad del modelo es mucho mayor, pues al pasar de A,;, =0.001 a A, =0.0005 la poblacion de

OBa aumenta cerca de un 20%, mientras que al variar de A,., =0.01 a A,, =0.005 los cambios en OBa
son del orden del 1%.

412 OBp

Los osteoblastos precursores dependen de A, , al igual que los OBa, en la medida en que A, influencia al

TGF-p siguiendo el orden de relaciones que expusimos en el apartado anterior. Sin embargo, el TGF-f aparece
en dos términos de la ecuacion diferencial de los OBp (véase ecuacion (1.46)), por lo que los resultados seran
bastante diferentes a los obtenidos en la poblacion de OBa.
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A continuacion presentamos la evolucion de la poblacion de OBp para los diferentes valores de Ay, :

Osteoblastos precursores
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AOCy

Conforme aumenta la velocidad de apotosis de osteocitos, disminuye la poblacion de OBp.

Al igual que en el apartado anterior, la sensibilidad del modelo es mucho mayor dentro del rango de valores de
AbCy S (0.0005; 0.005) , pero en este caso, al disminuir AoCy desde 0.001 hasta 0.0005, la poblacién de OBp

se ve incrementada en un 40%, el doble de lo que se incrementaba en la poblacion de OBa. Fuera de este
rango, la sensibilidad del modelo provoca cambios de tan solo el 2% en la poblacion de OBp.

413 OCa

La influencia de los OCy en los OCa puede resultar de mas facil comprension, ya que estan relacionados

directamente a través de la ecuacién de la concentracion de RANKL que aparece en la ecuacién diferencial de
los OCa en forma de funcion de activacion de Hill.

En las siguientes graficas vemos como es la evolucién de la poblacion de OCa para los distintos valores de
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Al ir aumentando el valor de A, , disminuye la poblacion de OCa, esto es debido a que un aumento en la

velocidad de apoptosis osteocitica conlleva una disminucién en la poblacién de osteocitos, provocando una
disminucion en la concentracion de RANKL que afectard negativamente a la poblacion de OCa

48



OCp

Modelo de Remodelacion Osea Basado en Pablaciones Celulares con el Efecto de los Osteocitos

De nuevo podemos apreciar que la sensibilidad del modelo es muhco mayor para valores de
Ay, €(0.0005;0.005), pues al pasar de A, =0.001 a A,, =0.0005 la poblacién de OCa se ve
incrementada en algo mas del 20%. Lo cual no ocurre para valores fuera de este rango de A, .

414 0OCp

La realcion entre la A,y la poblacion de OCp es algo mas compleja, ya que la funcion de activacion del

RANKL aparece en la ecuacidn diferencial de OCp tanto sumando como restando (ver ecuacion (1.48)), pues
forma parte tanto de la diferenciacion de OCu en OCp (término que va sumando) como de la diferenciacion de
OCp en OCa (término que resta). Es por ello que la estabilidad de la poblacién de OCp es més dificil de

conseguir y asi puede observarse en las siguientes graficas:
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La poblacion de OCp alcanza su maxima estabilidad para A, =0.001, en la que presenta una derivada del

orden de -107, la cual puede considerarse practicamente nula dado el oden de magnitud en que se mueve OCp.
Sin embargo para valores de A, mayores, las curvas son cada vez mas inestables con derivadas del orden de

-10® que ya no pueden considerarse igual de despreciables que las anteriores. En el caso de A, menores de

0.001, Ia curva de OCp sigue siendo estable, pero por debajo de 0.0005 se obtiene un dafio de valor unidad, lo
gue implica la rotura local del tejido y nos lleva por tanto a desechar estos valores.

De nuevo la sensibilidad del modelo es mayor para Abcy € (0.0005; 0.005) , dentro de este rango, disminuir
Aoy la mitad, implica un aumento de OCp del 10%, mientras que por encima de dicho rango una
disminucion de A, al 50% tan solo provoca un aumento del 1% en OCp.
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La poblacion de OCy se relaciona de forma directa con A, , pues, logicamente, cuanto mayor sea la

velocidad de apoptosis de osteocitos, menor sera el valor de dicha poblacion. Veamos a continuacion como es
la evolucion de OCy con A, en las siguientes graficas:
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La maxima estabilidad en la poblacion de osteocitos se alcanza para A,., =0.005, pues su derivada es del

orden de -107, es decir, lo suficientemente pequefia como para considerarse nula. Esta estabilidad se mantiene
conforme aumentamos el valor de A, , sin embargo, no podemos aumentarlo en exceso porque se llegaria a

una poblacidn de osteocitos demasiado pequefia, llegando a ser practicamente cero (ver grafica de la derecha).

Para valores de A, inferiores a 0.005 la estabilidad de la poblacion de osteocitos disminuye, pues las
derivadas empiezan a ser del orden de -107.

El efecto de A, en la poblacion de osteocitos es mas significativo para valores de A, € (0.0005; 0.005) :

dentro de este rango una disminucion de A, del 50% provoca un aumento de OCy desde 0.1 (valor medido
normalizando la poblacién de osteocitos respecto al estado de equilibrio anterior) hasta 0.55. Mientras que esta
misma variacion de A, por encima del rango antes descrito tan solo provoca un aumento de OCy desde 0.05
hasta 0.1. De ahi que los valores de A, deban mantenerse dentro de este rango para poder apreciar cambios
significativos en las variables del modelo.

41.6 Porosidad

La porosidad nos indica qué cantidad de un volumen de hueso determinado estd compuesta por poros. De
forma que para un valor de porosidad igual a O, todo el volumen de hueso seria matriz dsea, mientras que para
p =1 tendriamos un volumen de hueso hueco. El valor de la porosidad depende de la cantidad de matriz dsea

formada por los osteoblastos activos y de la cantidad de matriz 6sea reabsorbida por los osteoclastos activos,
tal y como se describi6 en la ecuacion (1.65).

La A, esta relacionada con la porosidad en la medida en que A, influye en la poblacion de osteocitos, la

poblacion de osteocitos influye en la concentracion de RANKL y ésta ultima influye en las poblaciones de
OBay OCa, que estan directamente relacionas con la porosidad.
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En las siguientes graficas vemos qué valores toma la porosidad para los distintos A, considerados:
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Como podemos ver, el valor de la porosidad se estabiliza para valores de A, en torno a 0.001.

Cuanto menor es el valor de A, , mayor es la porosidad. Esto se explica teniendo en cuenta que al disminuir

Ay, aumenta la poblacion de OCy, provocando un aumento de la concentracion de RANKL, favoreciendo asi

la osteoclastogénesis y el consiguiente aumento en la reabsorcion 6sea. Cuanto mas hueso sea reabsorbido,
menos cantidad de matriz 6sea quedara en el mismo Yy, por tanto, mayor sera la porosidad de este. Con lo cual

es de esperar que al probar valores de A, cada vez menores, la porosidad sea cada vez mayor llegando a un
valorde p =0.5 parael casode A, =0.0001.

Igual que ocurria en los apartados anteriores, la sensibilidad del modelo ante cambios en A, afecta mas
notablemente a la porosidad para valores de A, € (0.0005; 0.005) , dentro de este rango, una reduccion de
Ao, del 50% provoca un aumento del 15% en la porosidad. Sin embargo, fuera del rango mencionado el
aumento es solo del 4%.

En comparacién con las variaciones producidas en las poblaciones celulares descritas en los apartados
anteriores, las variaciones en la porosidad provocadas por cambios en A, son menores que en dichos casos.

4.1.7 Fraccion de ceniza

La fraccién de ceniza representa el cociente entre la masa de mineral presente en el tejido 6seo y la masa seca
(suma de la masa de mineral y la masa organica). Conforme se produce la etapa de reabsorcion 6sea, la
fraccion de ceniza va disminuyendo, ya que las BMUSs actuaran sobre el tejido 6éseo méas antiguo y, por tanto
mas mineralizado, reabsorbiendo el mineral presente en el mismo.

La fraccion de ceniza se realciona con la A, en la medida en que A, afecta a la poblacion de OCy, la

poblacién de OCy influye en la concentracion de RANKL (ver ecuacion (1.86)), la cual determina la
osteoclastogénesis y segun el nimero de OCa presentes en la BMU la cantidad de mineral reabsorbido de la
matriz Gsea ser4 mayor 0 menor.

A continuacion observamos la evolucion de la fraccion de ceniza para distintos valores de A,
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Por primera vez vemos que una de las variables del modelo aumenta conforme aumenta la A, . Siguiendo la

relacion descrita anteriormente, un aumento en A, implica una disminucion en la poblacion de OCy, lo cual

lleva a una disminucién en la concentracion de RANKL que por tanto hara que la diferenciacion de OCp en
OCa sea menor. Al haber un menor nimero de OCa, la cantidad de mineral reabsorbido sera menor, y por
tanto, quedara mas cantidad de mineral en el hueso haciendo que la fraccion de ceniza sea mayor.

No ha sido posible obtener valores estables de la fraccion de ceniza, pues se ha tratado de encontrar los valores
de A, que daban estabilidad a la mayoria de las poblaciones y para conseguir que ocurriera esto con la
fraccion de ceniza se perjudicaba la estabilidad de las deméas poblaciones. Sin embargo, la tendencia de la
fraccion de ceniza para los valores mas altos de A, esta en torno a 0.702, no llegando a superar nunca este
valor por muy elevado que fuera A, . Lo que nos lleva a concluir que la fraccion de ceniza presenta un
maximo en 0.702.

La sensibilidad del modelo es mayor para valores de A, €(0.0005;0.005), al aumentar el valor de A,

desde 0.0005 hasta 0.001, la fraccion de ceniza se incrementa en un 0.8%, mientras que al aumentarlo por
encima de este rango, desde 0.005 hasta 0.01 la fraccion de ceniza se incrementa en tan solo un 0.05%. En
comparacion con las variaciones obtenidas en las poblaciones anteriores, estas variaciones son mucho
menores, esto se debe a que la fraccion de ceniza no sufre cambios tan significativos como los del resto de
poblaciones, pues su valor suele estar normalmente alrededor de 0.7.

41.8 Daino

El dafio es una medida de la cantidad de microgrietas que presenta un volumen de tejido 6seo. Si d =0 indica
que el tejido esta intacto, y si d =1 quiere decir que el tejido ha sufrido una rotura local debido a la gran
densidad de microgrietas acumuladas. El dafio esta intimamente realcionado con el grado de mineralizacion
del hueso, cuanto mayor sea el grado de mineralcion, mas fragil es el tejido y més propabilidad habré de que
aparezcan microgrietas.

La relacion entre el dafio y la A, viene de la influencia de A, en la poblacion de OCy. La poblacion de

OCy es uno de los factores que determina la cantidad de RANKL presente en el tejido 6seo, el cual
determinara a su vez la cantidad de OCp que se diferencian en OCa. Cuanto mayor sea el nimero de OCa, més
cantidad de tejido 6seo mineralizado sera reabsorbido y menor sera la probabilidad de que aparezcan
microgrietas en el hueso.

En las siguientes graficas podemos ver como evoluciona el dafio para los distintos valores de A,
considerados:
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Conforme aumenta el valor de A, aumenta el dafio. Esto se debe a que al aumentar A, disminuye la

poblacién de OCy, con la consiguiente disminucion de la concentracion de RANKL. Esto provoca una menor
diferenciacién de OCp en OCa haciendo que la cantidad de mineral reabsorbido disminuya. Es decir, al

aumentar A, hay menos reabsorcion de mineral, aumenta el grado de mineralizacion del hueso y aumenta el
dafio debido al repentino aumento de la fragilidad del tejido éseo con el grado de mineralizacion.

Podemos comprobar que el dafio se mantiene en valores del orden de 1073, alcanzando un maximo de 4.5-103
para el valor de A, mas alto considerado dentro del rango de estabilidad. Analizando mas detalladamente el
valor del dafio, podemos ver que para A,., = 0.0001 el dafio llega a ser 1. Esto puede parecer contradictorio

con lo explicado anteriormente. Sin embargo, se puede explicar si tenemos en cuenta que para un valor tan
pequefio de A, la cantidad de RANKL aumenta notablemente y con ella la diferenciacion de OCa que

pasaran a reabsorber matriz 6sea. De esta forma la porosidad del tejido sera cada vez mayor comprometiendo
su rigidez y haciéndo mas propensa la aparicion de microgrietas. Es por eso que el dafio alcanza el valor 1 para

valores de Ay, muy pequefios.

4.2 Influencia de Nj»"

Con el fin de ver la influencia de N5 en nuestro nuevo modelo y habiendo realizado el anlisis

dimensional que ya explicamos en el apartado 4.1, se decide establecer un valor de A,., =0.001 que se
mantendra constante mientras analizamos la sensibilidad del modelo ante cambios en NS&™. Como vemos,

este valor de A, elegido esta dentro del rango de estabilidad presentado en el apartado anterior y ademas se
trata de uno de los valores que aporta mayor estabilidad al modelo, de ahi su eleccion.

El analisis de sensibilidad del modelo ante NG nos lleva a que el rango de valores de Ng¢," " dentro del

cual las variables del modelo evolucionan establemente esta restringido al intervalo [10; 5000], intervalo que
engloba valores proximos al orden de magnitud que habiamos determinado en el anélisis dimensional (103).

Para valores inferiores a NSJ™" =10 la influencia de este pardmetro se hace despreciable, de forma que deja

de provocar cambios significativos en el modelo. Por encima de NG&“" =5000 las poblaciones sufren un

comportamiento altamente inestable que no podemos considerar valido. Ademas, al llegar a valores de

Nge, - tan elevados, la concentracién de RANKL aumenta excesivamente provocando que la poblacion de

OCa crezca descontroladamente debido a su diferenciacion a partir de los OCp. Esta enorme cantidad de OCa
llevara a cabo una reabsorcion dsea superior a la esperada, con la consiguiente disminucion del volumen de
matriz 6sea, lo que se traduce en un aumento de la porosidad. Al aumentar la porosidad el hueso pierde rigidez
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RANKLIO

y aparecen microgrietas mas facilmente aumentando el valor del dafio que, para valores de Nocy

suficientemente altos puede llegar a provocar un d =1 (rotura local).

A continuacion vamos a exponer la evolucion de los ocho parametros considerados de importancia en el

modelo conforme se varia el valor de NJ&""
421 OBa
La poblacién de osteoblastos activos se relaciona con NG5G a través de la ecuacion de concentracion de

RANKL (ec. (1.86)), pues la concentracion de RANKL influye en la poblacion de OCa, ya que esta molécula
estd implicada en la diferenciacion de OCp en OCa, la poblacion de OCa influye en la concentracion de TGF-
By éste a su vez afecta a la poblacion de OBa controlando negativamente la diferenciacion de OBp en OBa
(ver ec. (1.90)).

En las siguientes graficas vemos la evolucion de la poblacion de osteoblastos activos para los distintos valores

RANKL .
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Podemos apreciar como la poblacion de osteoblastos aumenta a medida que aumenta NS&"" . Esto se debe a

RANKL
N OCy

en la poblacion de OCa 'y con ello un aumento en la concentracion de TGF-p. De esta forma la poblacion de

gue un aumento en implica un aumento en la concentracion de RANKL, la cual implica un aumento

OBa se ve favorecida con el aumento de N&&"
Observando las gréficas podemos comprobar que la sensibilidad del modelo es mayor para valores de NS¢

del orden de 10° como ya habiamos anticipado mediante el analisis dimensional realizado previamente al
analisis de sensibilidad. La estabilidad de la poblacion de osteoblastos activos es méaxima para

NS@;“KL =1000, valor para el cual la derivada de dicha poblacion alcanza valores del orden de -107, es decir,

que puede considerarse nula respecto a los valores que toma la poblacién de OBa, que estan dentro del orden
de magnitud de la unidad.

RANKL
OCy

osteoblastos activos, llegando a producirse variaciones casi inapreciables para valores por debajo de
RANKL _
Nog,  =100.

Conforme disminuye el valor de N cada vez es menor el efecto de este parametro en la poblacion de
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422 OBp

RANKL

La relacion entre la poblacion de osteoblastos precursores y Noc, — es similar a la descrita en el apartado

412, entre OBp y Auc,. El valor de NG&""influye en la concentracion de RANKL, esta molécula

determina la cantidad de OCp que se diferencian en OCa, 0 sea, determina el nimero de OCa presentes en la
BMU. Dicho nimero afecta a la concentracion de TGF-p, que resulta clave en la difereciacion de OBu a OBp.

RANKL

Veamos como influye el valor de N,

en la poblacién de osteoblastos precursores en las siguientes
graficas:

Osteoblastos precursores evolucion de OBp con N.OCY.RANKL a los 4 afios

22 18

167

1871

1471
16

N.OCy.RANKL=10 12} -
141 _ - -
N.OCy.RANKL=100 a P
N.OCy.RANKL=500 a -
12 N.OCy.RANKL=1000 | 1 it <
N.OCy.RANKL=5000 e
9 -
0.8 e
0.8 -
e
0.6 I _*
0.6 /,)*/
F i
0.4 0.4

1000

2000

3000
t

4000

5000

6000

0

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
N.OCy.RANKL

Al aumentar N5 aumenta

Ngey  implicarfa una mayor concentracion de RANKL, ésta implicaria a su vez una mayor cantidad de OCa,

la cual daria lugar a un aumento en la concentracion de TGF-f que favorece la diferenciacion de OBu en OBp
y aumenta por tanto la poblacién de OBp.

la poblacion de OBp. Siguiendo lo descrito anteriormente, un valor mayor de

RANKL

En esta poblacion celular resulta alin mas evidente la poca influencia que tienen valores de Ny, por debajo

de 100, asf como la enorme sensibilidad del modelo ante valores de NS entre 1000 y 5000.

Noey ~ =1000, sin embargo en

este caso la estabilidad no es tan alta como la de aquel, pues la derivada de OBp toma valores del orden de

—10°. De todas formas, dado el orden de magnitud de la poblacién de OBa, podemos considerar esta
derivada como nula y asegurar por tanto que el modelo es estable.

Al igual que en la poblacion de OBa, el valor 6ptimo de OBp se alcanza en

423 OCa

sz RANKL
La relacion entre N,

que el valor de NS influye en la concentracion de RANKL y ésta afecta directamente a la poblacion de

y la poblacién de osteoclastos activos es mucho més sencilla que las anteriores, ya

OCa, pues como bien sabemos, el RANKL determina la diferenciacion de OCp en OCa.

PJRANKL

ooy €N

Veamos ahora qué resultados se han obtenido en la poblacién de osteoclastos activos variando
nuestro modelo:
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Como era de esperar, conforme aumenta el valor de NS¢ aumenta la poblacién de osteoclastos activos. Si

Nge, - se produce un aumento en la concentracion de RANKL, este aumento provoca un

aumento en la diferenciacién de OCp en OCa y de ahi que esta Ultima poblacion se vea incetivada por valores

mayores de NG&""

bien, al aumentar

RANKL

ooy con

En las gréaficas podemos apreciar como la poblacion de OCa es més sensible ante cambios en N

valores del orden de 10° siendo menos sensible ante variaciones en NS¢ de 6rdenes de magnitud inferiores
a 102
El valor de NS&™" que da lugar a la poblacién de OCa més estable es NS =1000, para el cual las

variaciones en OCa son del orden de -107, es decir, que son practicamente nulas en comparacién con el orden

de magnitud que presenta la poblacién de OCa. Valores de NG, por encima de 5000 dan lugar a un

comportamiento inestable de la poblacion de OCa y valores inferiores a 100 no provocan cambios
significativos en la misma.

424 0OCp

La relacion entre la poblacion de OCp y el pardmetro Ng&'

relacionados a través de la concentracion de RANKL, la poblacion de OCp se ve perjudicada tanto positiva
como negativamente por la concentracién de esta molécula. Esto se debe a que la diferenciacion de OCu en
OCp esta controlada por el RANKL y afecta positivamente a la poblacién de OCp, pero la diferenciacion de
OCp en OCa también depende del RANKL y en este caso perjudica negativamente a la poblacion de OCp. Por

ello, la estabilidad de la poblacion de OCp es mas dificil de conseguir y pocos valores de N son capaces
de conseguirla.

no resulta tan inmediata, pues aunque estan

N RANKL .

En las siguientes gréficas vemos la evolucion de OCp para distintos valores de ocy
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Podemos comprobar que conforme aumenta el valor de
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aumenta la poblacion de OCp, aunque como
N RANKL

bien hemos explicado antes resulta complicado razonar porqué unos valores elevados de ocy  Provocan

este efecto.

A simple vista podemos comprobar que la solucién méas estable para la poblacion de OCp es la de

RANKL
N OCy

=1000, para la cual las variaciones en dicha poblacién son del orden de -10%, valor que puede

considerarse nulo teniendo en cuenta el orden de magnitud en el que se mueve OCp (alrededor de la unidad).
Para valores de N2 por encima de 5000 la poblacion de OCp se hace inestable y comienza a oscilar,

OCy

mientras que para valores inferiores a 100 la poblacion decrece tendiendo a cero.

425 OCy

RANKL

La poblacion de OCy no esta directamente relacionada con Ngc, ™, ya que este parametro expresa la
cantidad méaxima de osteocitos que segregan RANKL por causa del dafio o del desuso, es decir, que actuara

RANKL

sobre la poblacion de osteocitos ya existente. Sin embargo, podemos relacionar las variaciones en Nog, — con

la poblacion de osteocitos en la medida en que N5

afecta a la concentracion de RANKL, la concentracion

de RANKL afecta a la poblacion de OCa, la cual influye en la concentracion de TGF-B, que modifica el valor
de la poblacion de OBa vy, por ultimo, la poblacion de OBa afecta directamente y de forma positiva a la
poblacion de osteocitos formando parte del primer término de su ecuacion diferencial (véase ecuacion (1.91)).

En las siguientes graficas veremos la evolucion de la poblacion de osteocitos para distintos valores del

A RANKL .
parametro Nqc,
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4 Resultados

Tal y como se aprecia en las figuras anteriores, un aumento del parémetro N & provoca un aumento en la

poblacion de osteoctios, esto era de esperar siguiendo el razonamiento arriba expuesto.

En este caso, el valor optimo de NSG™“que nos proporciona la evolucion de OCy mas estable es

N RANKL

oy - =500, a diferencia de las demas poblaciones que presentaban su valor optimo en NST*" =1000.

RANKL

oy =D00son del orden de -10°, mientras que para

Las variaciones en la poblacion de OCy para N

Noey ~ =1000son del orden de -10°.

La sensibilidad de la poblacion de OCy ante cambios en NI es mucho mayor para valores de este

parémetro del ordel de 10°, pues al pasar de un valor de N55" =1000 a un valor de N5 =5000, la

poblacién de osteocitos aumenta mas del doble. Sin embargo una variacion desde NG&“" =100 hasta

N RANKL

oy~ =500 produce a penas un aumento del 10% en OCy.

4.2.6 Porosidad

La porosidad se relaciona con NG a través de la expresion de la concentracion de RANKL, pues dicha

concentracion determina la cantidad de OCa, la cual afecta positivamente al valor de la porosidad (véase
ecuacion (1.65)).

En las gréficas que siguen a continuacién podemos ver la evolucion de la porosidad para distintos valores de

N RANKL .
OCy
Porosidad evolucion de p con N.OCY.RANKL a los 4 afios
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Un aumento en el parémetro N implica un aumento en la concentracion de RANKL. Al aumentar el

RANKL aumenta el nimero de OCp que se diferencian en OCa, con lo cual aumenta la reabsorcion dsea con
la consecuente disminucion de la cantidad de matriz dsea, es decir, un aumento de la porosidad en el tejido
0seo.

RANKL
En el rango de Ng,

teniendo en cuenta que el hueso cortical tiene unos valores tipicos de porosidad entre 0.05 y 0.15.

aplicado, la porosidad se mantiene entre 0.09 y 0.17, valores bastante razonables

Cabe destacar que para valores de Ngé;“KL por encima de 5000 la porosidad se hace inestable y por deabjo de

Noe - =10resulta complicado apreciar diferencias en los valores de la porosidad.
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4.2.7 Fraccion de ceniza

La relacion entre la fraccion de ceniza y el parémetro NZ&'se puede entender teniendo en cuenta que

Nge, —esté relacionado con la concentracion de RANKL, y ésta determina la cantidad de OCp que se

diferencian en OCa. El nimero de OCa sera clave en la reabsorcion dsea, pues determinaré la cantidad de
mineral reabsorbido y por tanto el valor de la fraccion de ceniza.

RANKL .

En las siguientes gréficas vemos la evolucion de la fraccion de ceniza para distintos valores de NOCy

Fraccion de ceniza evolucion de alfa con N.OCY.RANKL a los 4 afios
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Se observa como un aumento en el parametro N5, provoca una disminucion de la fraccion de ceniza. Al

aumentar NS@;“KL, la concentracion de RANKL se ve incrementada, con lo cual la cantidad de OCp que se

diferencian en OCa es mayor. De esta forma la cantidad de tejido éseo mineralizado que se reabsorbe
aumenta, y con ello disminuye el contenido de mineral en el hueso, disminuyendo por tanto la fraccién de
ceniza.

Podemos comprobar cémo el modelo es més sensible a cambios en N del orden de 10° pues variaciones
en valores de ordénes de magnitud inferiores a este no provocan cambios tan significativos.

4.2.8 Dano

Como bien dijimos en el apartado 4.1.8, el dafio esta relacionado con la aparicion de microgrietas en el tejido
0seo. Cuanto mas mineralizado esté el tejido, mas fragil serd y mas probable resultara la aparicion de
microgrietas.

N RANKL

El pardmetro NS5&"" se relaciona con el dafio en la medida en que NS&™"

OCy
RANKL, la cual determina la osteoclastogénesis y, por tanto, afectara a la reabsorcién 6sea. Gracias a la
reabsorcion, las zonas del tejido 6seo mas mineralizas, o sea, las mas antiguas, son eliminadas, reduciendo asi
la fragilidad del hueso y devolviéndole su rigidez original tras la etapa de formacion dsea.

influye en la concentracion de

Veamos como influye el valor de NG&"" en el dafio que sufre el tejido 6seo:
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De las gréaficas anteriores podemos extraer que el dafio disminuye al aumentar Ngé;“KL. Esto se explica

siguiendo el razonamiento antes expuesto: cuando NG aumenta, la concentracion de RANKL también lo

hace, ya que es directamente proporcional a NG&,"" (véase ecuacion (1.86)), con lo cual aumenta el nimero

de OCp que de diferencian en OCa. Al haber més cantidad de OCa la reabsorcion dsea es mayor y, por tanto
es eliminada una mayor parte del mineral presente en el hueso. Al disminuir el grado de mineralizacion, el
hueso recupera rigidez y aumenta asi su resistencia a la aparicion de grietas, en decir, disminuye el dafio.

Es posible comprobar que para los valores de Ng&," empleados el dafio se mantiene siempre por debajo de

4.5-107%, dentro de los valores normales y 6ptimos para el correcto funcionamiento de un hueso sano.
Para Ng&," " por encima de 5000 el dafio comienza a hacerse inestable y a oscilar, de forma que puede llegar a

alcanzar el valor d =1 que resultaria fatal para el hueso, pues implica la rotura local del tejido 6seo.

4.3 Comparacion con el caso nominal

Una vez realizado el analisis de sensibilidad del nuevo modelo, estamos en condiciones de proceder a
compararlo con el modelo antiguo, es decir, con el modelo que no consideraba el efecto de los osteocitos. Para
ello, ejecutamos el mismo programa que en los casos anteriores, pero eliminando ahora todos los parametros
que incluyen el efecto de los osteocitos para poder ver el resultado en el caso nominal, entendiendo nominal
como la situacion anterior a la implementacion de las nuevas ecuaciones.

De esta forma apareciaremos si, efectivamente, las nuevas ecuaciones y parametros implementados provocan
algin cambio en los resultados que no se obtenia en el caso nominal. Si esto sucede, se demostrara que nuestro
nuevo modelo aporta informacion adicional al modelo anterior y que la inclusion del efecto de los osteocitos
en el modelo de remodelacion 6sea provoca cambios significativos en las poblaciones celulares.

Para realizar la comparacion nos ayudaremos de una serie de graficas en las que mostraremos el valor de las
poblaciones celulares (OBa, OBp, OCa y OCp) al cabo de 4 afios, es decir, cuando ya han llegado a una
situacion de estabilidad. Plotearemos las soluciones de las poblaciones obtenidas en el caso nominal junto con
los valores de las poblaciones celulares obtenidos en el nuevo modelo que incluye el efecto de los osteocitos.

Debemos recordar que las soluciones del modelo nuevo se han obtenido en funcion de los valores de dos

parametros: A,c, Y Ngé;“KL , por ello, representaremos el valor de las poblaciones celulares al cabo de 4 afios

para los distintos valores de estos dos pardmetros y de esta forma podremos hacer una comparacion mas
precisa con las poblaciones del caso nominal.
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A continuacion comparamos el caso nominal con el nuevo modelo segln los valores de A, para

RANKL
N OCy

posteriormente hacerlo segun los valores de
4.3.1 Comparacion en funcion de A,

En este subapartado vamos a mostrar la evolucion de las poblaciones celulares del modelo nuevo conforme
varia Ay, junto con las poblaciones que se obtuvieron en el caso nominal, sin incluir el efecto de los

osteocitos. En la siguiente gréfica podemos ver dicha evolucion:
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Observamos en forma de linea recta el valor de las poblaciones nominales al cabo de 4 afios. Podemos ver gque
la poblacién de OBa y la poblacion de OCa alcanzan valores muy similares en ese punto final de la
simulacion. Al comparar estos valores con los obtenidos en el nuevo modelo, que aparecen en forma de
circulos (OCp), cuadrados (OBa), asteriscos (OCa) y rombos (OBp), vemos que se producen variaciones

notables. Para el valor inicial de Ay, considerado dentro del rango de estabilidad del nuevo modelo,
Aoy, =0.0005, las poblaciones alcanzan valores ligeramente superiores a los obtenidos en el caso nominal.

Conforme vamos aumentando el valor de A, , las diferencias entre el caso nominal y el nuevo modelo son

cada vez mayores, dando lugar a la estabilizacién de las poblaciones celulares en valores muy por debajo de
los que se obtenian en el caso nominal. Esto nos lleva a concluir que el efecto de A, provoca una

disminucion cada vez mayor del valor de estabilizacion de las poblaciones celulares.

A la vista de estos datos, es facil comprobar que la influencia de los osteocitos sera mayor cuanto mayor sea el
valor de A, , pero que, independientemente del valor que tome este parametro, siempre habra diferencias

claras entre el modelo sin osteocitos y el nuevo modelo con osteocitos. Se demuestra de esta forma que la
poblacién de osteocitos tiene un efecto significativo sobre las deméas poblaciones celulares, lo que nos lleva a
la conclusion de que este nuevo modelo se acerca mas a la realidad de la remodelacion 6sea de lo que lo
hacian los modelos anteriores, ya que tiene en consideracion una mayor cantidad de variables que permiten
acercarlo un poco més al fenémeno bioldgico real.
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4.3.2 Comparacién en funcién de N5

En este subapartado mostraremos la evolucién de las poblaciones celulares teniendo en cuenta ahora las
variaciones en el parametro NS, enfrentando las soluciones del nuevo modelo a las obtenidas en el

modelo nominal. Los resultados han sido los siguientes:
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Al igual que en el subapartado anterior, es evidente que existen diferencias entre los valores obtenidos en el

caso nominal (aparecen en la ilustracion en forma de linea recta) y los obtenidos con el nuevo modelo. Para los

valores iniciales de NG se obtienen poblaciones celulares por debajo de las del caso nominal. Sin

embargo, conforme aumenta el valor de NS&"™", los resultados obtenidos con el nuevo modelo van siendo
cada vez mayores y mas diferentes a los del caso nominal.

Esto muestra, una vez mas, la clara influencia del efecto de los osteocitos en el nuevo modelo. Sea cual sea el

valor de NS dentro del rango de estabilidad determinado en el subapartdo 4.2, los resultados obtenidos

con y sin osteocitos son siempre diferentes.

De nuevo, es posible concluir que el nuevo modelo aporta grandes diferencias respecto al anterior, pues se
aprecian cambios muy significativos en las poblaciones celulares que muestran como influye la poblacion de
osteocitos en el proceso de remodelacion dsea.
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5 CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

5.1 Conclusiones

El objetivo principal de este trabajo era la inclusion del efecto de una nueva poblacion celular, la poblacion de
osteocitos, en el modelo de remodelacion Gsea propuesto por Pivonka et al. en 2013 [5], en el cual también se
ha incluido el dafio y el grado de mineralizacion haciendo uso de lo expuesto por Martinez-Reina et al. [1].

Para llevar a cabo dicho objetivo se han disefiado una serie de ecuaciones complementarias a las ya existentes
que, o bien modifican expresiones que ya habian sido empleadas anteriormente, o bien aportan expresiones
completamente nuevas al modelo, como es el caso de la ecuacion (1.91).

En nuestro afan por introducir el efecto de los osteocitos en el proceso de remodelacion dsea mediante un
modelo de poblaciones celulares, se crearon tres nuevos pardmetros, hasta ahora inexistentes, ademas de una
nueva variable de estado: la concentracion de osteocitos por mm?3. Gracias a esto hemos podido comprobar
satisfactoriamente qué cambios provoca la inclusiéon de los osteocitos en el modelo de remodelacion 6sea
basado en poblaciones celulares

Efectivamente, los resultados obtenidos son diferentes en el modelo antiguo (sin considerar los osteocitos) y en
el nuevo modelo, lo que nos lleva a concluir que esta poblacién si que tiene efectos significativos en la
remodelacion 6sea que deberian ser tenidos en cuenta.

Ademas de haber cumplido nuestro objetivo principal, también hemos conseguido alcanzar los objetivos
particulares que consistian en ver qué efectos provoca la variacion de los nuevos pardametros en las poblaciones
celulares consideradas (OBa, OBp, OCa, OCp, OCy) asi como en el valor del dafio, de la fraccion de ceniza 'y
de la porosidad. Hemos podido comprobar que el rango de valores establecido para las nuevas variables nos
proporciona soluciones estables del modelo, en algunos casos originando resultados incluso mejores, en
términos de estabilidad, que aquellos que se obtenian en el modelo antiguo sin osteocitos. De esta forma se

concluye que el rango de estabilidad para el parametro A, esta dentro del intervalo [0.0005; 0.005] siendo

el valor de A, =0.001 el que aporta los resultados 6ptimos para la mayoria de las variables. En el caso del

N RANKL

parametro NGg)

, el rango de valores que aporta estabilidad al modelo esta dentro de [100; 5000], siendo el

modelo mas sensible para valores entre NJ&G™ =1000 y NSI* =5000, concluyendo que

Noey '~ =1000da lugar a las soluciones 6ptimas en términos de estabilidad. Se puede comprobar como los

valores Optimos de los nuevos parametros se encuentran dentro del orden de magnitud que se habia estimado
en la fase previa al analisis de sensibilidad del modelo, lo cual aporta fiabilidad a los calculos realizados.

Finalmente, concluimos que, a la hora de emplear el nuevo modelo aqui propuesto, los valores que deberian
considerarse para los tres nuevos parametros son:

-Dyyia =1/67

burial

- Ay, =0.001
RANKL __
-Ngg, ~ =1000
Gracias a la utilizacién de estos valores, o incluso con otros valores dentro del rango de estabilidad arriba
determinado, el modelo nos proporciona evoluciones de las variables que concuerdan positivamente con los

procesos bioquimicos estudiados acerca de la remodelacion 6sea, es decir, que podemos considerar que el
objetivo de este trabajo se ha alcanzado exitosamente.
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5.2 Trabajos futuros

De cara a seguir mejorando el modelo, seria interesante incluir el efecto de otros pardmetros que no han sido
incluidos por ahora. De igual forma, seria de gran utilidad estudiar la efectividad del modelo para sujetos
enfermos, pues todos los analisis realizados se han basado en un sujeto con tejido dseo sano. Por ello, se
proponen una serie de posibles trabajos a realizar en un futuro a raiz del modelo presentado en este
documento:

1.

2.

Considerar la posibilidad de un sujeto enfermo, en este caso aplicariamos al modelo las variaciones
pertinentes para incluir el efecto de una enfermedad como la osteoporosis. Para ello tan sélo habria
que modificar los pardmetros que aparecen dentro del archivo de MATLAB osteocitosl.m con el
nombre de “factor_disl1”, “factor_dis2” y “factor_dis3” (consultar Anexo A). Estos factores provocan
cambios en la velocidad de produccion de RANKL vy en la velocidad de produccion de OPG,
alterando asi el ratio RANKL-OPG, que resulta crucial en la etapa de reabsorcion dsea.

Aplicar una administracion de PTH externa intermitente. Esto también esta incluido en el archivo
osteocitosl.m, sin embargo se habia considerado una administracion externa de PTH nula para
simplificar el modelo. Se propone ahora introducir este efecto en el modelo para ver qué variaciones
aporta a cada poblacion celular.

Incluir el efecto de la esclerostina. En el apartado 3.5.2 se explico la relacion entre esta molécula y los
osteocitos, viendo que cumple un papel fundamental en la etapa de formacidn 6sea, ademas de ejercer
cierta influencia en el proceso de reabsorcion (ver apartado 3.5.3). Por ello, se considera de interés el
contemplar esta molécula dentro del modelo de remodelacién dsea.
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ANEXO A: OSTEOCITOS1.M

$Diferencias con symbolicPivonka7e.m

$Incluye el efecto de la poblacidédn de osteocitos
clear

clc

close all

% P.Pivonka et al./Engineering Structures 47 (2013) 134-147

% Constantes modelo Pivonka

$pM = 6.02214*1075; %Se usa el n°células/mm3 6 n°moléculas/mm3 como unidad de concentracién
pM=1; $Se usa el picomolar como unidad de concentracién
% Las variables dis miden el avance de la enfermedad, con posibilidad de distintas

syms OCp OCa OBp OCy OBa disl dis2 dis3 ;

DOBu = 0.7; %velocidad diferenciacién OBu en OBp

DOBp = 0.166; %velocidad diferencaicién OBp en OBa

= 0.111-(1/67); %velocidad apoptosis de OBa,nominal 0.111
P OBp = 0.021; %proliferacién de OBp

b
@]
o8]
©
|

DOCu = 4.2; %diferenciacién de OCu en OCa
DOCp = 2.1; %diferenciacién de OCp en OCa
AOCa = 5.65; %velocidad apoptosis de OCa
Dburial = 1/67; %velocidad de enterramiento de OBa,ver apartado 3.5.4 TFG Laura B.

AOCy = 0.05; %Svelocidad de apoptosis de osteocitos,valor éptimo en 0.001

K actOBu TGFB = (5.63e-4)*pM*0.01; %K DI1,TGF-B
K repOBp TGFB = (1.75e-4)*pM*0.01; %K D2, TGF-B
K_actOCa_TGFB = (5.63e-4)*pM*0.01; %K D3, TGF-B
K

_actOB_PTH = 150*pM; %K D4, PTH

K repOB _PTH = 0.222*pM; %K D6,PTH

K _actOC_RANKL = 5.68*pM; %K D8, RANKL
K_OPG_RANKL 0.001/pM; %K Al,RANKL
K_RANK RANKL 0.034/pM; %K A2, RANKL

PI_actOCu MCSF = 0.5;

%% nueva

N_OCy RANKL = 1000; %numero méximo de OCY que segregan RANKL debido al dafio y/o al desuso, valor
éptimo en 1000

5%
%$Simulacidén de osteoporosis

factor disl=1; % Se multiplica (o divide) una constante por este factor para simular
la osteoporosis

factor dis2=5;

factor dis3=5;

t dis=730; % El factor se incrementard en forma de rampa desde el dia 0 hasta
el dia t dis. Luego permanece cte.

N_OCp_RANK (disl) = led*disl; % Numero de receptores RANK por OCp *1 para osteoporosis

B RANKL (dis2) = 1.68e2*pM*dis2; % Velocidad de produccidén de RANKL 100% *1 para osteoporosis
N _OBp RANKL = 2.7e6; % Maximo numero de RANKL por OBp

D_RANKL = 10; % Velocidad de degradacién del RANKL

D _OPG = 0.35; % Velocidad de degradacidén del OPG

B OBa OPG(dis3) = 1.62e8/dis3;% Velocidad de produccién de OPG por OBa para osteoporosis

OPGmax = 2e8*pM;

P OPGd = 0; % OPG administrado externamente

D PTH = 86; % Velocidad de degradacidén del PTH

Produccidén sistémica de PTH
PTH administrado externamente (o producido de manera andmala,

o

B _PTH = 250*pM;
P _PTHd = 0*pM;

o

osteoporosis)

tl = 4; % Numero de dias seguidos que se administra el PTH
t2 = 10; % Numero de dias que se descansa en el tratamiento
D_TGFB 2; % Velocidad de degradacién del TGF

P _TGFBd = 0; % TGF administrado externamente (expresado en pM)
N_TGFB_BONE = 0.01*pM; % Concentracién de TGF en la matriz dsea

KRES 5.6366/pM; %velocidad reabsorcidén matriz dOsea
KFORM = 0.1325/pM; %velocidad formacién matriz bsea
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p0 = 0.01; % Porosidad de referencia para calcular SVO
syms p;

Svl(p) = 32.26*p - 93.94*p"2 + 133.96*p"3 - 101.04*p"4 + 28.76*p"5;
Sv(p) = (heaviside (p)-heaviside (p-1)) *Svl(p);

Sv0 = Sv (p0);

syms k OBu k OBp k OCu k_OCp;

gOBu (p, k OBu) = (Sv(p)/Sv0)"k OBu;
gOBp (p, k OBp) = (Sv(p)/Sv0)"k OBp; %funciones para tener en cuenta la superficie especifica
gOCu(p, k OCu) = (Sv(p)/Sv0)"k OCu;
goCp (p, k_OCp) = (Sv(p)/Sv0)"k_OCp;

%Ctes para el calculo del estimulo
EST0=50; % MPa/dia,estimulo en el estado de equilibrio
mexp=4; % Exponente del numero de ciclos, ver Martinez-Reina et al. (2008)

%Ctes de la correlacidén de Hernéandez

KE=84370; % Cte de la correlacidén de Hernandez (MPa)
%alfa=0.7; % Fraccidédn de ceniza
sigma=30; % Tensidén uniaxial aplicada (MPa) (valor nominal 30 MPa)

%Ctes para evaluar el dafio (Articulo de Rueberg and Garcia-Aznar (2005)
$sobre BMUs)

d0=0.0; % Dafio inicial

nciclos=1000; % n° de ciclos diarios

kappa = le5; % Influencia del estimulo mecédnico en la emisidén de RANKL %$Pivonka
et al. (2013)

lambda = 0.1; % Influencia del estimulo en la proliferacién de OBp %Pivonka et al. (2013)

kappaz = 5e4; % Influencia del dafio en la emisidén de RANKL (nominal 1le5, como
kappa)

%Ctes para la mineralizacidn %$Martinez-Reina et al. (2008)

tresid = 1000; % Tiempo de residencia del tejido en dias

XMINMAX = 0.72 ;
DT=22;
MINP=5;
XKAPPA = 0.007;

Fraccidén de ceniza méxima

Mineralization lag time;

Dias que dura la mineralizacién primaria

Pardmetro de velocidad de la mineralizacién (nominal 0.007)

o o o

oe

OBu = 0.001*pM;
OCu = 0.001*pM;
DeltaT=1/4; % Tiempo de integracidn

syms x k d P_PTH alfa;

Plact(x) = x/(1 + x);

PIrep(x) = 1/(1 + x);

P _RANKLI (x) = kappa * (1 - x) * (heaviside(x)-heaviside(x - 1)); % Funcién que evalta si el
estimulo es de desuso %Ec. (10) PIVONKA (2013)

P RANKL2 (d) = kappa2 * d * (heaviside(d)-heaviside(d - 1)); % Funcidén de emisidén de RANKL en
funcién del dafio,ver aptdo 3.4.1 TFG Laura B.

P RANKL(x,d) = P_RANKL1(x) + P_RANKL2(d);

def (x,d,alfa) = sigma / ((1-d)*KE* (alfa”2.74)*(1-x)"2.58); $expresidén de E obtenida de

ec. (23) Martinez-Reina et al. (2008)

EST (x) = sigma*nciclos” (1/mexp)/ (1-x)"2; %estimulo es funcién de la tensidn, ver aptdo 3.3.2.1
TFG Laura B.

EST1 (k) = (1+1/k)*ESTO0; %pivonka 2013 para definir PIest

Plest(x,k) = 1/2 +(k/2*(x-1) * (heaviside (x-1)-heaviside (x-EST1 (k) /EST0)) + 1/2 * heaviside (x-

ESTL (k) /ESTO0) ); $ECUACION 11 PIVONKA 2013

TGFB (OCa) = (N_TGFB BONE*KRES*OCa + P _TGFBd) /D TGFB;
PTH(P_PTH) = (B_PTH + P_PTH)/D PTH; %CTE, pero con administracién externa que puede ser
variable

OPG (OBa, P_PTH,dis3) =

(B_OBa_OPG (dis3) *OBa*PIrep (PTH(P_PTH) /K_repOB PTH)+P_OPGd)/ (B_OBa_ OPG(dis3)*OBa*PIrep (PTH (P PTH)/
K _repOB_PTH) /OPGmax+D_OPG) ;

RANKLeff (OBp, P PTH) = N_OBp RANKL*OBp*PIact (PTH(P_PTH)/K actOB_PTH);

RANKL1 (OBp,p,d,P_PTH,dis2,0Cy) =

RANKLeff (OBp, P_PTH) * (B_RANKL (dis2) +P_RANKL (EST (p) /ESTO,d) *N_OCy RANKL*OCy); %incluye influencia
OCy en la produccidén de RANKL por dafio y/o desuso
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RANKL2 (OBp, p,d, P_PTH,dis2,0Cy) =

RANKLI (OBp, p,d,P_PTH,dis2,0Cy) / (B_RANKL (dis2)+D_RANKL*RANKLeff (OBp, P PTH));

RANKL (OBp, OBa, OCp,p,d, P_PTH,disl,dis2,dis3,0Cy) =

RANKL2 (OBp, p,d, P_PTH,dis2,0Cy) / (1+K_OPG_RANKL*OPG (OBa, P_PTH,dis3)+K_RANK_RANKL*N OCp RANK (disl)*O
Cp);

T1l(OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu,

k OCp,disl,dis2,dis3)=DOBu*OBu*PIact (TGFB (OCa)/K actOBu_ TGFB) *gOBu (p, k_OBu) ;

T2 (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu,

k _OCp,disl,dis2,dis3)=DOBp*OBp*PIrep (TGFB (0OCa) /K repOBp TGFB) *gOBp (p, k_OBp) ;

T3 (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu,

k OCp,disl,dis2,dis3)=P_OBp*OBp*PIest (EST (p) /EST0, lambda);

T4 (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3)=A0Ba*OBa;

T5(0Bp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu,

k _OCp,P PTH,disl,dis2,dis3,0Cy)=DOCu*OCu*PIact (RANKL (OBp, OBa,OCp,p,d, P PTH,disl,dis2,dis3,0Cy) /K
actOC_RANKL) *PI actOCu MCSF*gOCu(p, k OCu); %PIact cambia

T6 (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu,

k _OCp,P_PTH,disl,dis2,dis3,0Cy)=DOCp*OCp*PIact (RANKL (OBp, OBa,OCp,p,d, P PTH,disl,dis2,dis3,0Cy) /K
actOC_RANKL) *gOCp (p, k OCp); %PIact cambia

T7(0OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu,

k OCp,disl,dis2,dis3)=A0Ca*0Ca*PIact (TGFB (OCa) /K actOCa_ TGFB) ;

T8 (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3)=Dburial*OBa; %primer
término ec. (1.91) TFG Laura B.

T9 (0OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k _OBu, k OBp, k OCu,
k_OCp,disl,disZ,disB,OCy)=AOCy*P_RANKL(EST(p)/ESTO,d)*OCy; $segundo término ec. (1.91) TFG Laura
B.

Ff (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3) = T1(OBp, OBa, OCp, OCa,
p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3) - T2(OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp,
k_OCu, k OCp,disl,dis2,dis3) + T3(OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu,
k_OCp,disl,dis2,dis3);

Fg (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3) = T2(OBp, OBa, OCp, OCa,
p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3) - T4 (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp,

k _OCu, k OCp,disl,dis2,dis3)-T8(0Bp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu,
k_OCp,disl,dis2,dis3);%incluye nuevo termino por enterramiento de OBa

Fh (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp, P PTH,disl,dis2,dis3,0Cy) = T5(0Bp, OBa,
oCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,P PTH,disl,dis2,dis3,0Cy) - T6(OBp, OBa, OCp, OCa, p,
d, k_OBu, k OBp, k OCu, k OCp,P_PTH,disl,dis2,dis3,0Cy);

Fi (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp, P PTH,disl,dis2,dis3,0Cy) = T6(0OBp, OBa,
oCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,P PTH,disl,dis2,dis3,0Cy) - T7(OBp, OBa, OCp, OCa, p,
d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3);

Fj (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3) = KRES*OCa - KFORM*OBa;
Fk (OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3,0Cy)=T8 (OBp, OBa, OCp,
OCa, p, d, k OBu, k OBp, k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3)-T9(OBp, OBa, OCp, OCa, p, d, k OBu, k OBp,
k OCu, k OCp,disl,dis2,dis3,0Cy); %ec. (1.91) TFG Laura B.

oo
o0

oo

Punto de partida de la simulacién. Es el punto de equilibrio de la
% simulacidén anterior, sin PTH y sin osteoporosis

load('Sin PTH.mat')

tamano=length (dv) ;

dv0=dv (tamano) ; %dafio
pvO=pv (tamano) ;
OBpv0=0BpvVv (tamano) ; $partimos del Gltimo valor obtenido en la simulacidn anterior

OBav0=0Bav (tamano) ;

OCpv0=0CpvVv (tamano) ;

OCav0=0Cav (tamano) ;

VM0=VM (tamano) ; $Fraccidén volumétrica de mineral
fraccionO=fraccion (tamano); %Fraccién de ceniza

clear('dv', 'fraccion', 'OBav', 'OBpv', 'OCav', 'OCpv"', 'pv', 'VM', "OCyv")

nsteps=1460/DeltaT; % N° de periodos analizados N°dias/DeltaTdv=zeros (nsteps,1); (nominal (1460
dias, 4 afos)

dv=zeros (nsteps, 1) ;
pv=zeros (nsteps, 1) ;
OBav=zeros (nsteps, 1)
OBpv=zeros (nsteps, 1) ;
OCpv=zeros (nsteps, 1) ;
)
)

7

OCav=zeros (nsteps, 1) ;
OCyv=zeros (nsteps, 1
VM=zeros (nsteps, 1) ;
fraccion=zeros (nsteps, 1) ;

7

dv (1)=dvO0;
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pv (1l)=pvO;
OBpvVv (1) =0Bpv0;
OBav (1) =0Bav0;
OCpv (1) =0CpvO0;
OCav (1)=0Cav0;
%% nueva

OCyv (1)=0.1*0Bav0; %poblacidén inicial de osteocitos,proporcional a 0OBav0

VM (1)=VMO;

fraccion(1l)=fraccion0;

% Se inicializa la cola que guarda la cantidad de tejido formada en la historia reciente
% En este caso se importa de una simulacidén anterior

load ('vfprev.mat'")

for i=l:nsteps-1

dia=double (floor (i*DeltaT))+1; %para saber en qué dia de la simulacidédn estamos

P PTHi=P PTHd*intermitente(tl,t2,dia);

diseasel=1+(factor disl-1)*triangularPulse(0,t dis,Inf,dia);

disease2=1+(factor dis2-1)*triangularPulse(0,t dis,Inf,dia);

disease3=1+(factor dis3-1)*triangularPulse(0,t dis,Inf,dia);

dv (i+l)= dano2( dv (i) , def(pv(i),dv(i),fraccion(i)) , nciclos2 , KRES , OCav (i) , fraccion(i)
)i

OBpv (i+1)=0Bpv (i) + Ff(OBpv (i), OBRav (i), OCpv(i), OCav(i), pv(i), dv(i), 0.25, 0, 1,
0,diseasel,disease?2,diseasel) *DeltaT;

OBav (i+1)=0Bav (i) + Fg(OBpv (i), OBav(i), OCpv(i), OCav(i), pv(i), dv(i), 0.25, 0O, 1,
0,diseasel,disease2,disease3) *DeltaT;

OCpv (1i+1)=0Cpv (i) + Fh(OBpv (i), OBRav (i
P _PTHi,diseasel,disease2,disease3,0Cyv (

OCav (i+1)=0Cav (i) + Fi(OBpv (i), OBav (i

i), OCpv(i), OCav(i), pv(i), dv(i), 0.25, 0, 1, O,
)
)
)
)

) *DeltaT;

, OCpv (i), OCav(i), pv(i), dv(i), 0.25, O, 1, O,
) *DeltaT;

, OCpv(i), OCav(i), pv(i), dv(i), 0.25, 0, 1,

i
P PTHi,diseasel,disease2,disease3,OCyv (i
pv(i+l) = pv(i) + Fj(OBpv (i), OBav (i
0,diseasel,disease?2,diseasel) *DeltaT;
OCyv (i+1)=0Cyv (i) + Fk(OBpv(i), OBav(i), OCpv(i), OCav(i), pv(i), dv(i), 0.25, 0O, 1,
0,diseasel,disease2,disease3,0Cyv (i))*DeltaT;

fraccion (i+1)=3.2*VM(i+1)/(3.2*VM(i+1)+1.1*3.0/7.0);

)

% Se actualiza la cola

SUMAVE=0.0;

for j=tresid/DeltaT:-1:2

VEFPREV (j) =VFPREV (j-1) * (1.0-KRES*OCav (i+1) *DeltaT/ (1-pv (i+l)));

if VFPREV(j) < le-13

VFPREV (§)=0.0;

end

SUMAVE=SUMAVF+VFPREV (J) ;

end
VFPREV (1) =KFORM*OBRav (1i+1) *DeltaT;

SUMAVF=SUMAVF+VFPREV (1) ;
VFPREV (tresid/DeltaT+1)=(1l-pv (i+1l))-SUMAVF; % Este elemento final de la cola guarda el resto,
lo que falta para que todos los elementos de VFPREV sumen (l-p)=BVTV

)

% Si las poblaciones son negativas se ponen a 0

if OBpv(i+1)<0
OBpv (i+1)=0;

end

if OBav (i+1)<0
OBav (1+1)=0;

end

if OCpv (i+1)<0
OCpv (1i+1)=0;

end

if OCav (i+1)<0
OCav (1i+1)=0;

end

if OCyv (i+1)<0
OCyv (i+1)=0;

end

if pv(i+1)<0.001
pv(i+1)=0.001;

end
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if pv(i+1)>0.999
pv(i+1)=0.999;
end
end

figure (1)

plot (OBav/OBav (1)) %para normalizarlo respecto al estado de equilibrio anterior
title ('OBav/OBav (1) ")
ylabel ('OBa'")

xlabel ('t")

figure (2)

plot (OBpv/OBpv (1))
title ('OBpv/OBpv (1) ")
ylabel ('OBp")

xlabel ('t")

figure (3)

plot (OCpv/OCpv (1))
title ('OCpv/OCpv (1) ")
ylabel ('OCp")

xlabel ('t")

figure (4)

plot (OCav/OCav (1))
title('OCav/0OCav (1) ")
ylabel ('OCa')

xlabel ('t")
figure (5)
plot (pv)
title ('porosidad')
ylabel ('pv'")
xlabel ('t")
figure (6)
plot (dv)
title('dafio")
ylabel ('dv'")
xlabel ('t")
figure (7)

plot (fraccion)
title('fraccidén de ceniza')
ylabel ('alpha')

xlabel ('t")

figure (8)

plot (OCyv/OCyv (1))
title('OCyv/OCyv (1) ")
ylabel ('OCy")

xlabel ('t")

save ('osteoporosis_5.mat', 'OBpv', 'OBav', 'OCpv"', 'OCav', 'pv', 'dv', 'fraccion', 'OCyv")
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ANEXO B: DANOZ2.M

oo

Diferencias con dano2: las propiedades de fatiga dependen ahora del
contenido de mineral

oo

% d_old : dafio del paso anterior

s d : dafio actualizado

% def : deformacién en mm/mm

% nciclos : n° de ciclos

% KRES : volumen de hueso reabsorbido por dia y por pM de OCa

% OCa : concentracién de OCa en pM

% alpha : fraccidén de ceniza, de ella dependen las props de fatiga

function d=dano2(d old,def,nciclos,KRES,O0Ca,alpha)

%$Primero calculamos las props de fatiga en funcidén del mineral
Nfatiga2 = le7;

Ca=398.8*alpha;

%$Datos de la correlacién lineal de la curva de Currey

%$segun articulo J Theor Biol (2012)

D1=11.341; %$Pendiente recta de regresidén %ctes de la ec.(ll) de Martinez-Reina 2008
Cl1=25.452; %$0Ordenada en el origen recta de regresidn

aux=10" (C1-D1*1logl0O(Ca)); %ec.(ll)de Martinez-Reina 2008, calcula la def. ultima en rotura
Betad=2; % Se supone que la def. limite de fatiga es la def. ultima en rotura dividido por
Betad %$Tabla 1 de Martinez-Reina 2008

delta2 = 14.1; %es la delta en traccidédn para Martinez-Reina 2008

C3 = -20; %es la Ct2 de Martinez-Reina 2008

def ultima=aux*le6; %Pasamos la deformacién Gltima a microdeformaciones

%Ahora calculamos el dafio
% Pasamos las deformaciones a microdeformaciones
eps = def*leb;
Nf = (10"Nfatiga)/ (eps~delta2); %Ec. (6) de Martinez-Reina 2008
% Calculamos el incremento de dafio por carga
if eps<4700
gamma2=-0.01818* (eps-4100) +12; %gamma? es gamma t

C2=(exp(C3)-1)/(10"Nfatiga); %estas dos lineas son las ecuaciones (8) de Martinez-Reina 2008
Nl=exp (C3)-exp (C3* (1-d_old) “gamma2) ;
N1=N1/C2/ (eps~delta2); S%Numero de ciclos necesarios para tener d old con el nivel de

deformacidén actual
if Nl+nciclos > 0.9999*Nf
d=0.999;
else
aux=exp (C3) -C2* (N1l+nciclos) * (eps~delta2) ;
aux=(log(aux)) /C3;
d=1l-aux” (1/gamma?2) ;
end
else
d=0.999;
end
% Calculamos la reparacién de dafio por remodelaciédn
if d<0.999 & Sdélo reparamos si no ha roto
drep=KRES*OCa*d old;
d=d-drep;
if d<O0
d=0;
end
end

end
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ANEXO C: MINERAL.M Y CALMINERAL.M

mineral.m:

% KRES : volumen de hueso formado por dia y por pM de OBa

% OBa : concentracién de OBa en pM

% KRES : volumen de hueso reabsorbido por dia y por pM de OCa
% OCa : concentracién de OCa en pM

% tresid : tiempo de residencia del tejido formado

% VFPREV : array, cantidad de tejido formado hace i dias, que queda
% XMIN : fraccién de ceniza promedio que tiene el tejido hoy
% DT : Mineralization lag time

% MINP : Duracién de la fase de mineralizacidn primaria

% XKAPPA : Parametro de velocidad de mineralizaciédn

% DeltaT : Tiempo de integracidn

function m=mineral (p, KFORM, OBa, KRES,OCa, tresid, VFPREV, VMIN, XMINMAX, DT, MINP, XKAPPA, DeltaT)

o0

DVR=KRES*OCa*DeltaT; Tejido reabsorbido en el Gltimo incremento de tiempo
DVF=KFORM*OBa*DeltaT; % Tejido formadodo en el ultimo incremento de tiempo

o

% Inicializar la cola

% MINERALIZACION PRIMARIA Y SECUNDARIA DEL TEJIDO FORMADO ANTERIORMENTE
SUMMINER=0.0;

VMPRIM=0.45*1.1*(3.0/7.0)/(3.2*(1.0-0.45));
VMMAX=XMINMAX*1.1*(3.0/7.0)/(3.2*(1.0-XMINMAX) ) ;

% Corregido de la rutina FORTRAN

for i=2:tresid/DeltaT
DELTAVM=calmineral (i*DeltaT, XMINMAX, DT, MINP,XKAPPA) —calmineral ( (i-

1) *DeltaT, XMINMAX, DT, MINP, XKAPPA) ;
SUMMINER=SUMMINER+VFPREV (i-1) *DELTAVM;

end

% Cantidad de mineral que gana el ultimo elto de la COLA, que supera

el tiempo de residencia, se supone que se pone a la maxima fracciédn de

ceniza de manera inmediata

SUMMINER=SUMMINER+VFPREV (tresid/DeltaT) * (VMMAX-calmineral (tresid, XMINMAX, DT, MINP, XKAPPA) ) ;

% Fin de corregido de la rutina FORTRAN

oo

o0

oo

Fraccién volumétrica de mineral

Lo que ya habia

AUXMINER= (1-p) *VMIN;

% Lo que se afiade en el osteoide (por mineralizacidn primaria)
AUXMINER=AUXMINER+DVEF*VMPRIM;

Esto estaba mal. En el osteoide no se aporta mineral

oo

o

o\

oo

%

% Lo que se elimina por reabsorcidn

AUXMINER=AUXMINER-DVR*VMIN;

% Lo que se acumula por mineralizacidén

AUXMINER=AUXMINER+SUMMINER;

% Se normaliza el contenido de mineral con la fraccion volumetrica
m=AUXMINER/ (1-p) ;

% Comprobamos si lo que ha salido cumple los limites

end
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Anexo C: mineral.my calmineral.m

calmineral.m:

oe

Funcién que devuelve el contenido de mineral que tiene un trozo de hueso
formado hace t dias.
IMPORTANTE: t ESTA EXPRESADO EN DIAS

o

o

function miner=calmineral (t, XMINMAX, DT, MINP, XKAPPA)

VMPRIM=0.45*1.1*(3.0/7.0)/(3.2*(1.0-0.45));
VMMAX=XMINMAX*1.1* (3.0/7.0)/(3.2*(1.0-XMINMAX)) ;

if t < DT
miner=0.0;
elseif t <= MINP+DT
miner=VMPRIM* (t-DT) /MINP;
else
miner=VMMAX+ (VMPRIM-VMMAX) *exp (-XKAPPA* (£t -MINP-DT) ) ;
end

end
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