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Resumen

En la ingenieria de tejidos son utilizados los andamios porosos con el objetivo de reemplazar los
defectos biologicos y para que sobre estas estructuras ocurra la formacién de los nuevos tejidos. Los
andamios beben garantizar ciertos requisitos en dependencia de la aplicacion. Los ensayos y analisis
experimentales en la ingenieria de tejidos llegan a ser muy costosos y en la mayoria de las ocasiones los
procesos graduales que ocurren dentro de los andamios no son bien conocidos. En esta tesis se utiliza la
simulacion numérica para evaluar la influencia de la morfologia de los andamios, asi como las
condiciones de cultivo en el crecimiento del tejido bajo experimentos in vitro. Debido a la necesidad de
optimizar los procesos como el sembrado y el cultivo celular, los avances durante la tesis han llevado a
proponer metodologias y disefios de poros para los andamios que ayuden a una mejor comprension de

las respuestas celulares.

Las condiciones fisico-quimicas del cultivo se desarrollan generalmente en sistemas de bioreactores
encargados de reproducir y garantizar un ambiente mas eficiente. En esta tesis se propone un método
para analizar la posibilidad del escalado de un bioreactor de perfusion, intentando transferir los
resultados desde una escala experimental hacia una aplicacion clinica para la cual se demanda un mayor
tamafio de injerto. Especificamente se desea obtener un cartilago articular que permita realizar un
recubrimiento total de rodilla (didmetro=50 mm). Un método que garantiza la aplicacién de las
propiedades macroscépicas (permeabilidad) del biomaterial al paso del fluido de perfusion fue
desarrollado. Con el uso de simulaciones de dindmica de fluido se determinod cual es el disefio de
bioreactor de los propuestos que brinda una distribucién de las células (sembrado) y de estimulos
(cultivo) mas homogénea y que por lo tanto podria garantizar un crecimiento uniforme del cartilago. Se
verifica que el crecimiento del cartilago para el recubrimiento de la rodilla mediante el uso del

bioreactor seleccionado es efectivo.

Diferentes morfologias de poros (rapido prototipado) son evaluadas numéricamente. Se seleccionan
dos disefios bases para los estudios, uno con una morfologia giroide y el otro con forma de un prisma
hexagonal. Para ambos disefios fueron analizadas porosidades de 55% y 70%, para un tamafio (400pm)
controlado a partir del elemento representativo de volumen. Aplicando condiciones de flujo de fluido
de perfusion o deformaciones bajo compresion axial, se determinan los estimulos mecénicos iniciales
que sienten las células. Estos estimulos son vinculados a una posible respuesta de diferenciacion celular
guiada por una teoria de mecano-regulacion. Se concluy6 que arquitecturas similares a la giroide llevan
a una mejor accesibilidad del fluido y por lo tanto llevan a una mayor eficiencia durante el sembrado
celular. Seglin la teoria de mecano-regulacion se determind que el proceso de diferenciacion es mas
sensitivo a la aplicacién de flujos de fluidos que al empleo de las deformaciones axiales sobre el

andamio.
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Basados en el hecho que la estructura giroide se mostré como la mas efectiva en la distribucion del
fluido se desarrolld en colaboracidon con otras universidades un sistema para el control del sembrado
celular mediante 1) la prediccion de los estimulos mecénicos, 2) la distribucion de los poros giroide y
3) la verificacion experimental de los ensayos de perfusion. Los andamios se reconstruyeron partiendo
de las imagenes de micro tomografia. Dos disefios de andamios fueron analizados, uno con una
distribucion de tamafio de poro isotropico (412+13 um) y el otro con una variacion gradual de tamafio
de poro (250-500 um). Los resultados mostraron como los estimulos calculados fueron mas uniforme
en el andamio isotropico (15s™ y 24 s™) y como variaron gradualmente (12s™ -38 s™) en el segundo tipo
de andamio. La distribucion de las células sembradas también siguen el patron de la distribucion de los
estimulos y los poros. De esta manera se traza un sistema para el control del sembrado celular. La
relacion mostrada fue la siguiente: mayor densidad de células donde el tamafio de poro es mayor y

donde el transporte de flujo es mayor.

Finalmente se propone una nueva metodologia para evaluar el sembrado de las células bajo
condiciones de perfusion. En esta ocasion el proceso de sembrado es simulado mediante un modelo
multifases Lagrangiano y reproduciendo de manera mas completa y compleja las condiciones
experimentales de perfusion oscilante que se aplicaron durante el desarrollo del sistema de control
anterior. Las células para esta metodologia fueron simuladas como particulas esféricas que se
encuentran suspendidas en el medio de cultivo. Se propone una teoria existente como el principio de
una posible analogia para el control de la adhesion de las células en la superficie del andamio. Se
obtiene como resultado una descripcion en el tiempo del proceso de sembrado, lo que permitiria la
optimizacion del proceso de sembrado. Se comprueba el dominio que se puede establecer mediante la
distribucién de la morfologia controlada de los poros sobre la distribucion de las células. A través del
modelo se verifica la correspondencia entre la distribucion de las células adheridas con respecto a los
resultados experimentales. Las posiciones de las células pueden ser determinadas representando un
nuevo método para determinar los inicios del desarrollo de tejidos descritos mediante teorias de

mecano-biologia.



Abstract

In tissue engineering, the ultimate goal of the development of degradable porous scaffolds integrated
with cells is the regeneration of new living tissue to repair biological defects. Scaffolds have certain
requirements depending on the application, since they have to provide cells physiological conditions for
specific tissue regeneration. Mechanical environment has been widely recognized as a key condition for
proper tissue formation, not only for cell differentiation but also for biological delivery during tissue

formation.

In vitro analysis of scaffolds efficiency for tissue engineering is normally very expensive and it is
generally difficult to control the processes that occur within the scaffolds. In this thesis numerical
simulation were used in order to understand the influence of the morphology of scaffolds and culture
conditions on different cellular processes, simulating in vitro experiments. Due to the need to optimize
some of those cellular processes such as, cell seeding and cell culture different methodologies and

scaffolds pores design were proposed to control the cellular responses.

Physic-chemical culture conditions can be reproduced using bioreactor systems since testing these
factors using the dynamic environment of bioreactors has been proved to be more efficient that testing
the same factors experimentally under static conditions. Also testes done under static conditions uses
small scaffolds but some tissue defects happen in a larger scale. Thus, in this thesis a method to analyze
a perfusion bioreactor at a larger scale is proposed. The goal is to apply the results from an
experimental level to a clinical application, where a larger graft is necessary. This methodology can be
used to create an articular cartilage capable to fully cover the knee (diameter = 50 mm). One method
that ensures the implementation of the macroscopic properties (permeability) of the biomaterial was
developed. Using fluid dynamics simulations, the bioreactor design to provide better distribution of
cells in the scaffold (seeded) and the right amount of stimulus (culture) was determined. Briefly,
simulation predictions for the articular cartilage formation showed that cartilage growth is more

uniform for a more homogeneous fluid-flow distribution.

Different pores morphologies from rapid-prototyping fabrication were numerically evaluated. Two
scaffold designs were proposed, one with gyroid morphology and the other with hexagonal prism
shape. For both designs porosities of 55% and 70% were tested. In addition, different mechanical
stimuli were computed to study the effect on cell adhesion. Mechanical stimuli are known to determine
cell differentiation through a mechano-regulation theory. According to this theory, optimization of
external conditions for cell differentiation were discussed comparing the effect of fluid-flow and axial
compression. Fluid-flow was demonstrated to be more effective for cell differentiation on scaffolds that
axial compression. The gyroid architectures lead to a better accessibility of the fluid into the scaffold,

which can be related with higher efficiency during cell seeding.
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Based on the fact that the gyroid structure leads to a most effective distribution of the fluid, a system
to control cell seeding was developed. The parameters of the system were: 1) the prediction of
mechanical stimuli (numerically), 2) the distribution of gyroid pore (fabrication) and 3) the
experimental verification. The scaffolds were reconstructed based on micro CT images. Two type of
scaffold were studied; one with isotropic pore size distribution (412 + 13 pum) and another with a
gradual variation of pore size (250-500 pm). The results showed that on the isotropic scaffolds, the
stimuli calculated were more uniform (15s” y 24 s™")and varied gradually (12s” -38 s™) in the second
type of scaffold. The distribution of the seeded cells also follows the pattern of distribution of stimuli
and pores. Therefore, the use of scaffolds with bigger pore sizes and higher transport fluid velocity was

demonstrated to be essential for a higher density of cells.

Finally, a new methodology to evaluate cell seeding under perfusion conditions was proposed. The
entire process for cell seeding was simulated using a Lagrangian multiphase model. Experimental
conditions used on the previous control study were mimicked. Spherical particles were used to
represent cells initially suspended in culture medium. Cell adhesion was controlled on the scaffold
surface when the cell hit the surface. Using this simulation, optimization of the process was achieved
compared to the time to test the same conditions experimentally. The computed distribution of cells
attached in the scaffold matches the distribution under experimental conditions and was obtained within
fewer hours that the experimental analysis. This new method is capable of giving an accurate prediction
of the positions of the particles that are adhered to the scaffold and in this way it is possible to control
the exact points of tissue development. This is an important step for the understanding and control of

the processes described by the mechano-biology theory.
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Capitulo 1: Introduccion

1.1 Antecedentes

Las funciones y condiciones a que se somete el sistema musculo esquelético son de una alta complejidad.
Muchas son las enfermedades y patologias que estan vinculadas a este sistema biologico. Los casos mas
conocidos son los relacionados con la osteoporosis y con las lesiones o dolores en la espalda.
Aproximadamente un total de 100 millones de europeos sufren de dolores musculo-esqueléticos y en los
E.U.A. estos problemas afectan a alrededor de 40 millones de personas mayores de 45 afios [1]. Aunque
la mortalidad relacionada con este tipo de dolencias y defectos, no es elevada, el mayor efecto esta en las
limitaciones que les producen a estas personas para realizar alguna actividad fisica. Para tratar o
rehabilitar estos problemas existen numerosos protocolos y terapias que representan un alto coste médico
y que finalmente no garantiza una total recuperacion de la zona afectada.

Biologicamente también existen degradaciones y lesiones que pueden provocar la pérdida de funciones y
propiedades de los organos y tejidos. Esto sumado a las posibles lesiones por accidentes hace inevitable la
necesidad de buscar soluciones para enfrentar estos problemas. Una de las soluciones son trasplantes, los
cuales requieren de condiciones especiales para su aplicacion. Los trasplantes necesitan tener una fuente
desde donde se pueda extraer el tejido u 6rgano demandado. De aqui que las mayores limitaciones de
estos trasplantes o injertos las encontremos en los altos indices de rechazos y en la insuficiente fuente
para las extracciones (donantes). Existen diferentes variantes de injertos: el uso de tejido animal
(xenoinjertos), tejido del propio paciente (autoinjertos) o cuando se necesita una tercera persona como
donante (aloinjertos). También existe la posibilidad de sustituir las zonas afectadas por medio de
implantes artificiales (protesis). Entre algunos de los implantes mas conocidos se pueden mencionar los
de arterias, articulaciones (cadera, rodilla), corazones, etc. La durabilidad (incrementando las
intervenciones quirtrgicas) y el riesgo de rechazo suelen ser algunos de los mayores problemas de los
implantes ademas no ser aplicables a todos los problemas existentes en tejidos y 6rganos.

A pesar de que todos estos intentos siguen teniendo el mas alto porcentaje de aplicacién hoy en dia, el
futuro en este campo ha sido marcado en las dos ultimas décadas por el desarrollo de la ingenieria de
tejidos. La ingenieria de tejidos es conocida como un campo multidisciplinario que aplica principios de
biologia e ingenieria en el desarrollo de sustitutos capaces de restaurar, mantener o mejorar la funciéon de
los tejidos y d6rganos [2]. Uno de los principios bésicos dentro de este contexto lo constituye la aplicacion
de biomateriales porosos (andamios) que cumplan con ser biodegradables, bioactivos y que sean capaces

por sus propiedades de sustituir el tejido en la zona afectada e imitar asi su estructura hasta que el nuevo
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tejido sea generado. En la figura 1.1, se muestra un esquema general de la aplicacion de andamios en la
ingenieria de tejido 6seo. El proceso se inicia con la localizacion del defecto (6seo) en el paciente
mediante el uso de técnicas de imagenes (/,2) y a partir de los datos del defecto se disefia y fabrica un
andamio que sea capaz de sustituir la zona afectada (3,4). Posteriormente de manera in vitro se siembran
las células y se cultivan estas en los andamios hasta que finalmente son implantadas (5-7) y de esta
manera se espera que ocurra la remodelacion del hueso, la degradacion del andamio y la adaptacion tejido
in vivo (8).

El principio descrito anteriormente es aplicable salvo algunas diferencias, para todo tipo de tejidos y
organos. Las mayores dificultades estdn en el control de los fenomenos biologicos a lo largo de todo el
proceso de generacion del tejido. En este punto los andamios y su morfologia son una de las fuentes
principales de variaciones de respuestas biologicas. Estas estructuras ademas de servir como soporte para
que las células se desarrollen y formen un tejido, deben combinar las propiedades mecanicas con los
tiempos de formacion de tejido y de degradacion del material, la magnitud de la estimulacion a las células
y otros factores fisico-quimicos. Las células estaran en contacto directo con el biomaterial del andamio y
dependiendo de las condiciones a la que estas se encuentren sera su respuesta biologica. Estas
condiciones o estimulos puede que estén directamente vinculados a la estructura porosa del andamio.

A raiz de los conocimientos que se tienen de ingenieria se puede afirmar que los disefios y los materiales
son seleccionados en su conjunto para asumir ciertos regimenes de trabajos. También son conocidas las
excelentes adaptaciones de los materiales biologicos acorde a las funciones especificas que estos
desempefian. La unién de estas premisas nos llevan a pensar que dentro de la ingenieria de tejidos, un
control del micro disefio para los poros de los andamios puede llegar a ser un factor determinante en el
desarrollo de los tejidos. Se sospecha que se podrian controlar los estimulos mecanicos y dirigir asi las
respuestas celulares. Con la aparicion de nuevos métodos de fabricacion (prototipado rapido) es posible
obtener estructuras regulares que garanticen cierta repetitividad en la microestructura del andamio y

posibiliten la verificacion procesos.
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Fig 1.1. Aplicacion de andamios en ingenieria de tejido dseo. Localizacion del defecto (6seo) en el paciente (1,2) disefio y
fabricacion el andamio para sustituir la zona afectada (3,4); Sembrado de las células y cultivo en los andamios a ser implantados (5-7) y
finalmente remodelacion y adaptacion del tejido in vivo (8) [3].

1.2 Objetivos

En la seccion anterior se ha descrito la necesidad del desarrollo de la ingenieria de tejidos y de la premura
en entender cudles son los preceptos que rigen las modificaciones que ocurren en las células y tejidos bajo

condiciones in vitro.
Los objetivos generales de esta tesis son:
1. Proponer metodologias de prediccion para procesos que tienen lugar en la ingenieria de tejidos.

2. Evaluar la influencia de las morfologias de los andamios y las condiciones fisicas en los

estimulos mecanicos asociados con posibles comportamientos de las células in vitro.

La hipotesis que se plantea es que mediante el control de los disefios se podrian obtener respuestas a
algunos de los comportamientos celulares bajo condiciones in vitro. Los estudios fueron centrados en el
uso de bioreactores de perfusion como sistemas para controlar el ambiente experimental y en los disefios
de los poros de los andamios que actuaron como controladores del ambiente que sienten las células. En el
transcurso de la tesis se proponen metodologias para predecir diferentes procesos y propiedades a través
de herramientas numéricas, pero intentando que estos resultados se mantengan vinculados a los posibles
resultados experimentales. La estructura seguida en el documento permite establecer para cada capitulo

objetivos especificos que seran descritos a continuacion.
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En el capitulo 2 “Estado del Arte” se explican algunos de los conceptos bioldgicos necesarios para la
comprension de esta tesis; el objetivo del capitulo fue “resumir a través de ejemplos el estado del arte de
los diferentes métodos numéricos que se han utilizado en la descripcion de fenomenos que tienen lugar en
andamios para la ingenieria de tejidos”. Este capitulo sienta las bases a los aportes vinculados a esta
tesis, describiendo la necesidad de realizar los estudios que se presentan a continuacion.

La descripcion de los resultados comienzan en el capitulo 3: “Bioreactor de perfusién para la
generacion de cartilagos para un recubrimiento total articular”. El objetivo en este capitulo es
“Ayudar mediante métodos numéricos en la seleccion de un disefio de un bioreactor de perfusion a
tamario industrial para lograr la generacion de un recubrimiento de cartilago articular total para una
rodilla”. En este capitulo se aplica dinamica de fluido computacional en el estudio de los disefios de
bioreactores de perfusion. Una novedad de esta metodologia es que el material poroso del andamio es
simulado como un fluido viscoso. Los resultados experimentales corroboran que efectivamente el
bioreactor seleccionado puede ser utilizado para el desarrollo de un recubrimiento de cartilago articular.
En el capitulo 4 “Influencia de la morfologia de los andamios y optimizacién de las condiciones de
cultivo en la ingenieria de tejido” el objetivo es “Evaluar computacionalmente la influencia de
diferentes disenios de estructuras de andamios en cuanto a propiedades mecdnicas y propiedades de
transporte de masa en la posible diferenciacion de células mesenquimales”. El estudio se extiende a una
posible diferenciacion que pueden sufrir las células segin un modelo de mecano-regulacion y se muestra
ademas la sensibilidad que presenta este modelo para varias condiciones de cultivo.

El capitulo 5 “Sistema modelo para el control del sembrado celular por perfusiéon”, persigue como
objetivo “Estudiar la relacion entre estimulos mecanicos y sembrado celular en andamios reales
reconstruidos desde imagenes de microCT”. Se propone un sistema que de manera global permita
controlar las densidades de células sembradas. Los perfiles de fluido fueron determinados para dos
distribuciones de tamafios de poros y se cuantificé el maximo estimulo mecédnico en las paredes de los
andamios. Los resultados fueron verificados mediante ensayos de sembrado bajo perfusion resultando en
la existencia de una estrecha relacion entre estimulo mecanico, tamafio de poro fabricado y distribucion
de células después de un sembrado, conformando asi un “sistema modelo” para el sembrado celular.

En el capitulo 6: “Simulacion del sembrado de células a través de un modelo de particulas”,
teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el “sistema modelo” del capitulo 5, el objetivo es
“Desarrollar una nueva metodologia que permite simular el proceso del sembrado celular”. E1 modelo
numérico desarrollado puede permitir controlar la cinematica de las células bajo condiciones de perfusion
oscilante y optimizar el tiempo de sembrado.

En el capitulo 7: “Conclusiones y Perspectivas futuras” se realiza un resumen de los principales
resultados de la tesis asi como los aportes cientificos, tedricos y practicos de la misma. Ademas se
proponen algunas ideas de cara al futuro para la continuacion y profundizacion de algunas de las teorias

que se proponen en esta tesis.
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1.3 Propuesta general de la tesis

La tesis se desarrolla en el marco del proyecto STEPS “A Systems Approach to Tissue Engineering
Processes and Products” (FP6-5004465) financiado por la Comision Europea. De manera que los
resultados obtenidos mediante simulaciones numéricas y que son desarrollados y presentados en esta tesis
estan estrechamente integrados con el soporte experimental proporcionado por otras instituciones
asociadas a este proyecto. Las universidades que han tomado parte en algunos de los estudios son la
Universidad Hospital de Basel, Suiza, encargada de los ensayos in vitro y la Universidad de Twente,
Holanda, encargada de desarrollar los andamios mediante estereolitografia. También hubo colaboraciones
dentro del proyecto con empresas como Fidia Advance Biopolymer (empresa farmacéutica) y Applikon
Biotechnology (empresa fabricante y suministradora de equipos para bioprocesos).

Multiples simulaciones fueron realizadas en el marco de este proyecto para predecir los comportamientos
mencionados en el topico anterior. Se analizaron modelos tridimensionales de bioreactores y de
andamios, estos ultimos tanto desde la fase de disefio asistido por computador (CAD) como desde una
fase de verificacion de disefio donde se reconstruyeron los andamios desde imagenes de micro tomografia
computarizada CT. Se aplicaron formulaciones linear elasticas (andamio s6lido) y de fluido newtoniano
(cavidades porosas), como parte de la simplificacion y caracterizacion de los disefios iniciales. Finalmente
se ha desarrollado una nueva metodologia para predecir el sembrado celular bajo condiciones transitorias
y a través de la discretizacion de las células y con uso de criterios de teorias de multifases. A modo
representativo se muestra en la figura 1.2, los diferentes niveles estudiados y para los cuales se han

abordado diferentes fendémenos dentro del area de ingenieria de tejido.

Nivel Nivel Nivel
Bioreactor Andamios Células

Fig 1.2 Diferentes niveles que se estudian numéricamente en la tesis para describir y controlar los fendmenos que
tienen lugar en la ingenieria de tejidos. En esta tesis se utilizaron especificamente: bioreactores (perfusion),
andamios (regulares), Células (mesenquimales, condrocitos).






Capitulo 2: Estado del arte. Vision numérica de
estudios en andamios para ingenieria de tejidos

Resumen: La ingenieria de tejidos utiliza andamios porosos para sustituir los defectos bioldgicos.
Estos andamios deben satisfacer funciones como soportar cargas mecénicas, garantizar el transporte
de masa a través de sus canales y ser biocompatible y biodegradables. Experimentalmente no estan
completamente comprendidos los procesos celulares producto de los estimulos mecéanicos, de aqui que
los métodos numéricos constituyan una herramienta de ayuda. En este capitulo se resumen algunos de
los principales resultados obtenidos por medio de andlisis numéricos aplicados a andamios para la
ingenieria de tejidos. Durante la busqueda bibliografica quedo evidenciada la necesidad de optimizar
los diseflos de los poros de los andamios, optimizar las condiciones de cultivo y es fundamental el
control de las respuestas celulares en condiciones in vitro para realiza avances objetivos en el area de
la ingenieria de tejidos.

2.1 Introduccion

La ingenieria de tejidos es considerada como “un campo interdisciplinario que combina los
conocimientos y tecnologias de células e ingenieria de materiales con apropiados factores quimicos para
la creacion de organos o la regeneracion de tejidos dafiados”[2]. Mas recientemente, Williams D. F.
definio la ingenieria de tejidos también como “la creacion (o formacion) de un nuevo tejido para
reconstrucciones terapéuticas del cuerpo humano a través de la liberacion y estimulacion controlada de
las células que son seleccionadas especificamente mediante una combinacion sistémica de sefales
mecanicas y moleculares” [4]. En esta ultima definicion del campo se muestra como el desarrollo en el
mismo ha conllevado a plantear como sumamente relevante los efectos de los estimulos mecénicos y
moleculares en las reconstrucciones. Estos procesos de creacion del tejido biolodgico necesitan
generalmente un substrato artificial que guie al tejido y que controle las respuestas de las células a partir
de la aplicacion de estimulos especificos. “Andamios” es la denominacién que se les brinda a estos
soportes artificiales temporales. Aunque los estudios de biomateriales se realizan generalmente en
sustratos en dos dimensiones, para la evaluacion de la interaccion célula-biomaterial se necesita una
forma tridimensional (3D) para poder sustituir los defectos o simplemente porque es necesario para imitar
el volumen de 6rganos o tejidos.

En la pasada década, los estudios y financiaciones relacionadas a la investigacion en el campo de la

ingenieria de tejidos y de los andamios se han incrementado substancialmente[5]. La potencialidad de los

Este capitulo se ha publicado en parte en: Computational Methods in the Modeling of Scaffolds for Tissue
Engineering. Andy L. Olivares and Damien Lacroix. Book "Computational Modeling in Tissue Engineering"
published by Springer-Verlag. Editor in Chief Prof. Amit Gefen of Series entitle "Studies in Mechanobiology, Tissue
Engineering and Biomaterials". En revision.
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avances en la ingenieria de tejidos esta directamente relacionada con el posible incremento de la calidad
de vida. Esto es interpretado como la posibilidad de fabricar o generar partes del cuerpo humano
disminuyendo los riesgos de rechazo y eliminando sobre todo la necesidad de donantes.

Trasladar los resultados cientificos hacia aplicaciones clinicas constituye hoy dia una de las barreras
principales en el campo. Fundamentalmente el problema radica en la alta complejidad de los procesos y
fenomenos que tienen lugar bajo las condiciones in vitro o in vivo y que hasta el momento no son
totalmente entendidos. Hay que tener en cuenta que los estudios experimentales en donde se utilizan
células humanas encarecen los estudios y es conocido que tanto el tipo de células, la fuente de obtencion,
asi como el modo y medio de crecimiento influyen directamente en los resultados de creacion de tejidos.
Un andamio ideal debe satisfacer caracteristicas especificas como: interconexion de los poros, canales
abiertos con capacidad para proveer de oxigeno y nutrientes a las células en el interior de los andamios y
que permita que los productos de desechos sean expulsados facilmente [6]. Ademas estos andamios deben
ser fabricados con materiales biocompatibles, biodegradables y con apropiadas caracteristicas mecanicas
[6]. En la figura 2.1, se resumen las propiedades a controlar en los andamios y algunos de los fendmenos
que tienen lugar bajo condiciones in vitro u in vivo [7]. De este modo, se plantea que el biomaterial a
través de la estructura del andamio podria controlar la afinidad y el desarrollo de las células. Durante el
cultivo es deseable conocer las fuerzas que perciben las células debido a que es de interés conocer o
entender bajo cuales condiciones o estimulos ocurren las diferentes fases celulares que se observan:
migracion, proliferacion o diferenciacion. Las complejidades de todos estos fendomenos se incrementan
cuando se incluyen procesos de degradacion de material, formacion de vasos sanguineos (angiogénesis),
la formacion e integracion del nuevo tejido.

La dificultad que representa la cuantificaciéon y determinacion de parametros (bioldgicos, fisicos o
quimicos) a nivel experimental ha llevado al uso de métodos computacionales como herramientas que
ayuden a la comprension y caracterizacion de lo que sucede en el interior de los andamios. Basados en el
hecho de que los andamios son materiales porosos, presentaran durante el cultivo una fase fluida (poros) y
otra solida (biomaterial). Un analisis idealizado de un andamio puede ser realizado a través de una
formulacidn poroelastica (teoria muy utilizada para estudiar el comportamiento de los tejidos), donde las
fases solidas y fluidas estan saturadas en un volumen. Una limitacién de esta teoria radica en que la
influencia que puede tener la morfologia de los microporos de los andamios no se tiene en cuenta. La
mayoria de los resultados que se muestran en este capitulo y a los cuales se hace referencia en la tesis son
basados en que existen dos fases bien delimitadas por la geometria del andamio, ademas de plantearse los

métodos de como se pueden caracterizar estas morfologias mediante métodos computacionales.
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Fig 2.1. Procesos en ingenieria de tejidos usando andamios (modificado de Liu et al.[7])

2.2 Anatomia y fisiologia de algunas estructuras bioldgicas

2.2.1 Hueso

El esqueleto humano esta formado por 206 huesos. El esqueleto tiene como funciones proteger los
organos vitales, permitir la locomocion, ademas de bioldgicamente funcionar como depdsito de minerales
(regulando el metabolismo) también interviene en la produccion y almacenaje de células sanguineas
(hematopoyesis)[8]. Cada hueso consta de tejido 6seo compacto (hueso cortical) y tejido 6seo esponjoso
(hueso trabecular), ver figura 2.2. Mientras el hueso compacto o cortical forma la superficie externa de
todos los huesos y principalmente en la diafisis de los huesos largos; el hueso esponjoso o trabecular se
localiza en los extremos del hueso (epifisis y metafisis) y en el interior de los huesos cortos y planos,
respectivamente. Cubierto por el periostio se encuentran los tineles y canales a través de los cuales pasan
los vasos sanguineos y linfaticos que nutren el hueso. Sobre la zona de union y articulacion del esqueleto
se encuentra el cartilago articular, el cual protege al hueso del desgaste que se produce durante la
locomocion[9]. El hueso trabecular estd constituido por todo un entramado de material 6seo, con
estructuras en forma de celdas tridimensionales, que se llaman trabéculas. Las trabéculas interconectadas
dan lugar a un aspecto esponjoso o espumado. El hueso trabecular o esponjoso posee una gran area
superficial (Ej: la pelvis humana: hueso trabecular, 1600 cm’, mientras que su superficie peridstica ,80
cm’).

El mecanismo basico de formacion del tejido 6seo se denomina osteogénesis u osificacion. En términos
mecanicos el hueso es un material compuesto con diferentes fases: sales inorganicas (60-70%) y varias
sustancias organicas (30-35%). La dureza del hueso viene dada porque en su composicion esta
impregnado de una fase mineral, cristales de hidroxiapatita Ca;o(PO,)sOH> (95% de la fase inorganica)

con un cierto contenido de carbonato.
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Fig. 2.2.Principales zonas anatomicas de un hueso largo[10].

La ley de Wolff plantea explicitamente que “cada cambio en la forma y la funcion del hueso o
simplemente la funciéon siguen ciertos cambios definidos en la arquitectura interna (trabeculas) e
igualmente son definidas alteraciones secundarias en la conformacién externa y estos cambios estan
relacionados con leyes matematicas” (Julius Wolf 1892) [11]. Aunque la justificacion de la existencia de
la ley de Wolff ha sido cuestionada en muchos aspectos [12], [13], son también muchos los
investigadores que defienden la idea de que la remodelacion 6sea ocurre en respuesta a las cargas
mecanicas [14-18]. Estd comprobado que la morfologia 6sea presenta un compromiso peculiar entre los
criterios estructurales y metabdlicos. Ademas clinicamente se ha demostrado que la masa 6sea aumenta a
medida que se intensifica la actividad fisica, y disminuye si el estimulo funcional es mas débil (Ej.
estancias prolongadas en la cama o en condiciones de micro gravidez reducen la masa dsea).

En materiales como el hueso en los que no se produce una desviacion abrupta respecto de la region lineal
inicial, el limite elastico se define como la interseccion entre la curva tension-deformacion y una linea
recta paralela al tramo elastico a un 0.2% de la deformacion. Para los niveles de tensiones y
deformaciones a las que trabaja normalmente el hueso, se puede establecer que las velocidades de
deformacion fisiologicas son 0.001s™ para la marcha normal y aproximadamente de 0.01 s™ para una
actividad vigorosa[9].

A nivel celular en el tejido 6seo encontramos, los osteoblastos encargados de la formacion del tejido y los
minerales que dan resistencia al hueso; luego tenemos a los osteoclastos los cuales se destacan por ser
células de gran tamafio y que se forma en la médula dsea, su funcion consiste en absorber y eliminar el
tejido no deseado. Finalmente estan los osteocitos que corresponden a la mayor cantidad de las células
encontradas en el hueso, estas participan activamente en la remodelacion 0sea, ademas de participar en el
intercambio de ion es a través de su gran superficie de contacto [19]. Los osteocitos son ademas células

mechano-sensorias y que desempefian un papel fundamental en la adaptacion funcional del hueso.
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El origen de las células del tejido 6seo puede ser a partir de las células madres que se puede diferenciar en
osteoblasto o en osteoclasto. Pero existe otra teoria que afirma que los osteoblastos y los osteoclastos
pueden representar diferentes lineas celulares. Los osteoclastos estdn intimamente relacionados con el
macrofago y el monocito sanguineo y posee un progenitor comin con ellos; mientras los osteoblastos
tendrian una célula madre comun a otras células productoras de colageno (fibroblastos o condroblastos) y

proceden de células mesenquimatosa fijas no migradas [9].

2.2.2 Cartilago Articular

El cartilago articular se presenta como una capa blanca y densa de tejido conjuntivo de entre /-2 mm de
espesor en el adulto, alcanzando un maximo de 5-7 mm en las articulaciones mas grandes de individuos
jovenes. El cartilago articular puede dividirse en cuatro zonas: la superficial, la media o transicional, la
zona profunda y la zona de cartilago calcificado (ver figura 2.3).

La zona superficial es la parte superior del cartilago y forma la superficie de deslizamiento. En su interior,
las delgadas fibrillas de colageno estan orientadas de forma paralela a la superficie y los condrocitos
(células cartilaginosas), estan elongados paralelos a la superficie donde existe una escasa cantidad de
proteoglicanos. La zona media o de transicion, tiene fibras de coldgeno de mayor diametro y
aparentemente una menor organizacion, ademas, los condrocitos tienen un aspecto mas redondeado. La
zona profunda se caracteriza por tener la mayor concentracion de proteoglicanos y el menor contenido de
agua, las fibras de coldgeno tienen un didmetro grande y estan organizadas de forma vertical a la
superficie articular, los condrocitos en esta zona son totalmente esféricos y a menudo estan dispuestos en
forma de columnas. La capa mas profunda es la zona de cartilago calcificado y separa el cartilago hialino
del hueso subcondral. Se caracteriza por pequefias células distribuidas en una matriz cartilaginosa
densamente incrustada con sales de apatita.

El tejido articular es un tejido de baja densidad celular y sin inervacion ni vasos sanguineos ni linfaticos.
Sus células, o condrocitos, se disponen en forma diferente a lo largo de la profundidad del cartilago. Los
condrocitos derivan de la diferenciacion de las células mesenquimatosa. Durante el crecimiento de estas
células se generan una gran cantidad de sustancia extracelular y el tejido maduro ocupa menos del 10%
del volumen tisular total.

Los condrocitos son los responsables del mantenimiento de esta matriz. Los condrocitos son
metabolicamente activos y son capaces de responder a una diversidad de estimulos ambientales. La matriz
extracelular esta formada por un 10-30% de la parte solida (fibras de coldgeno, proteoglicanos,
condrocitos) y por un 65-80% de fase acuosa. Las principales funciones del cartilago articular son: (a)
evitar la existencia de cargas puntuales entre las superficies en contacto de la articulacion (b) permitir el

movimiento relativo de las superficies articulares con la minima friccion y desgaste.
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Fig 2.3. Cartilago articular. Se muestra la superficie articular, donde se realiza en contacto. Una parte interior
dividida en tres zonas fundamentales (superficial, transicional y radial). Se muestra la zona del hueso subcondral y
la zona de cartilago calcificado que se encuentra entre cartilago y hueso (Modificado de Newman[20])

2.2.3 Tejido Fibroso

Morfolégicamente, el tendon es un material complejo formado por fibrillas de colageno embebidas en una
matriz de proteoglicanos y esta configuracion esta asociada a una escasez de células [21]. En el tendon, el
tipo de célula predominante son los fibroblastos, estos se encuentran distribuidos en filas paralelas y
alargadas en los espacios entre los haces de colageno (figura 2.4). Los cuerpos celulares son fusiformes y
estan orientados en fibras, tal y como se puede observar en un corte longitudinal (figura. 2.4).

Las moléculas de colageno se combinan para formar unidades de micro fibrillas. Por otra parte, los
ligamentos son clasificados como tejido conjuntivo denso y son tanto macroscopica como
microscopicamente similares a los tendones. Estos lltimos estan constituidos por bandas cortas de tejido
conjuntivo fibroso, fuerte y flexible que conectan huesos o soportan a las visceras. Los ligamentos poseen
una vascularizacion muy escasa y son metabolicamente inactivos, por lo que su cicatrizacion es lenta;

pero a diferencia del cartilago poseen una abundante inervacion[9].

l Fibras de
Colageno

Fibrocitos

Fig 2.4. Representacion esquematica del tejido fibroso. Se muestran de manera alargada las fibras de coldgeno y los
fibrocitos de manera redondeada, se muestra la escasez de células.
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2.2.4 Propiedades mecanicas de los tejidos humanos

En la tabla 2.1 se resumen las principales propiedades mecanicas de los tres tipos de tejidos que se han
tenido en cuenta para el desarrollo de esta tesis (hueso, cartilago y fibroso). Se destaca la elevada
resistencia que poseen los tejidos fibrosos y el bajo médulo de Young, todo esto debido a las grandes
deformaciones que estos pueden soportar a traccion. Luego tenemos que el hueso cortical presenta un
moédulo de Young elevado (3-30 GPa) en comparacion con todos los otros tejidos, debido a una de
funciones especificas, sostén. Esta tabla es soporte fundamental para realizar las comparaciones con los

posibles sustitutos de las diferentes zonas del tejido.

Tabla 2.1 Propiedades mecanicas de tejidos humanos.

Resistencia a Resistencia a Modulo de Young
Traccion (MPa)  Compresion (MPa) (MPa)
Hueso Trabecular[22] - 2-12 50-500
Hueso Cortical[22] 60-160 100-230 7,000-30,000
Cartilago[23] 3.7-10.5 - 0.7-15.3
Ligamento[24] 13-46 - 65-541
Tendon[24] 24-112 - 143-2,310

2.2.5 Diferenciacion de MSCs

Los tres tipos de tejidos conectivos (hueso, cartilago articular, y tendones o ligamentos) segun con el tipo
de células a que esta asociada la matriz extracelular (ECM), sean osteoblastos para hueso, condroblastos
para cartilago, y fibroblastos para tendon, ligamento pueden tener un comun precursor en las células
embrionarias o mesenquimatosa (figura 2.5)[25, 26].

El tejido mesenquimal o mesénquima es el tejido conectivo embrionario que proviene del mesodermo y
presenta una gran variedad de tipos celulares. A partir de este tejido y por diferenciacion celular y
regulacion diferencial se originan patrones de desarrollo diferentes que provocan la aparicion de tejidos
mas especializados.

Desde un punto de vista estricto se puede decir que las células que se encuentran en el mesénquima son
las denominadas células mesenquimales, pero este término en algunas ocasiones se utiliza sin ningun
rigor para también hacer referencia a las células madres mesenquimales (MSCs), que son un tipo de
célula pluripotencial a partir de la cual pueden originarse los diferentes tipos de tejidos conectivos. Por lo
tanto, mientras que las células del mesénquima no se diferencian en células hematopoyéticas, las MSCs al
ser pluripotentes si que pueden hacerlo. Esto implica que las MSCs son células mesenquimales, pero no
todas las células mesenquimales son MSCs. No obstante, para el estudio presentado en esta tesis referente
a la diferenciacion celular solamente los tres linajes representados en el esquema de la figura 2.5 son

utilizados y serd indiferente si se utiliza MSCs o mesenquimales.


http://es.wikipedia.org/wiki/Tejido
http://es.wikipedia.org/wiki/Tejido_conectivo
http://es.wikipedia.org/wiki/Mesodermo
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Fig 2.5. Diferenciacion de las células mesenquimales (MSCs). Se muestran los caminos que pueden ser sorteados
para células de tejidos conectivos (hueso, cartilago y tendones / ligamentos). (Modificado de Caplan et al. [25]).

2.3 Propiedades de los andamios

Idealmente como se ha planteado anteriormente un andamio para aplicaciones en ingenieria de tejidos
debe poseer las siguientes caracteristicas: tridimensionalidad, ser poroso, interconexiones entre los poros,
biodegradabilidad, tratamiento superficial, propiedades mecanicas similares a las del sitio natural donde
se implantard. A partir de algunos de los trabajos encontrados en la literatura, para este epigrafe se

resumen algunas de las propiedades de los andamios.

2.3.1 Algunos de los principales biomateriales para andamios

Tres tipos de materiales para el desarrollo de andamios son generalmente investigados: (1) Polimeros
Naturales: colageno, glicoaminoglicanos, chitina, quitosano, almidon; (2) Polimeros Sintéticos: basados
fundamentalmente en policaprolactona (PCL); en acido poli-lactico (PLA), acido poli-glicélico (PGA) y
sus co-polimeros por ejemplo (PLGA), (3) Ceramicos: como son la hidroxiapatita (HA) y el fosfato de

calcio ejemplo B (B-TCP).
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Mientras que los biomateriales naturales ofrecen el mayor potencial en términos de biocompatibilidad,
presentan grandes problemas con el rendimiento mecéanico. En este sentido se puede decir que los
polimeros sintéticos son los candidatos por excelencia para suplantar este tipo de limitacion (ver tabla
2.2). Aunque estos polimeros sintéticos mencionados anteriormente han sido aprobados por la FDA (Food
Drug Administration), para el uso en humanos; presentan algunas limitaciones relativas a los productos de
degradacion. Por ejemplo los productos de degradacion de los PLA y PGA al ser acidos tienden a reducir
el pH alrededor del microambiente donde se localiza el biomaterial y este efecto acido puede causar la
necrosis de la célula, actuando a su vez como un acelerador de la degradacion del polimero. Por estas
razones se insiste en la necesidad de controlar la concentracién y razones de degradacion de estos

polimeros.

Tabla 2.2. Propiedades de polimeros biodegradables [27]

Temp. .
Punt
; ur,l (,), Transicion Degradacion Densidad Res..’ Elongacion Médulo de
Polimero Fundicion Vitrea P Traccion o Young
C) o) (en meses) (g/em’) (MPa) (%) (GPa)
PLGA Amorfo 45-55 Ajustable 1.27-1.34  41.4-55.2 3-10 1.4-2.8
DL-PLA  Amorfo 55-60 12-16 1.25 27.6-41.4 3-10 1.4-2.8
L-PLA 173-178 60-65 >24 1.24 55.2-82.7 5-10 2.8-4.2
PGA 225-230 35-40 6-12 1.53 >68.9 15-20 >6.9
PCL 58-63 -65 >24 1.11 20.7 300-500 0.21-0.34

Las ceramicas han sido ampliamente utilizadas debido a su alta biocompatibilidad y su semejanza a la
fase inorganica del hueso o dientes. Las ceramicas son de una naturaleza fragil y por estas razones
presentan una limitada aplicabilidad en la ingenieria de tejido. Algunos investigadores [28, 29] han
desarrollado materiales compuestos de polimeros sintéticos y ceramicos en aras de mezclar la ductilidad

del primero con la alta rigidez del segundo.

2.3.2 Tamaiio de poros, porosidad e interconectividad de los canales

Los poros de los andamios pueden definirse como micro (didmetro < 100 um) o macro (diametro >
100 um)[30]. Para que ocurra la colonizacion de los poros por las células, se necesita un tamafio minimo
de poros igual a 100um, si se desea la regeneracion de tejidos oOseo (tabla 2.3). En la tabla 2.3 se
relacionan los tamafios de poros y los resultados principales en la regeneracion de hueso. Sin embargo
muchos de estos tamafios de poros reportados en la literatura presentan geometrias de poros aleatorias y
no garantizan un optimo valor que pueda ser generalizado para las diferentes aplicaciones. El efecto del
tamafio de poro en la regeneracion de un tejido se puede ejemplificar de la siguiente manera: 5 pm puede

ser un tamafio éptimo para la neovascularizacion, entre 5—15 um es adecuado para el crecimiento interno
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de los fibroblastos, ~20 pum para el crecimiento interno de los hepatocitos, 20—-125 pm para piel de un
adulto y de 100-350 um para la generacion de hueso[31].

Es de mi opinidon que puede que estos resultados estén relacionados con la tortuosidad o curvaturas que
presentan los poros y que de esta manera se estén condicionando los estimulos que sienten las células, ya
sea un estimulo de compresion, tension u otros que llegue a los receptores de las células. Otro punto
importante y que es necesario controlar es la interconectividad de los poros. Esta es una caracteristica
fisica del poro que permite el suministro de nutrientes y la limpieza de los desechos de los productos del
metabolismo dentro de los andamios. Por esta razon es recomendable tener andamios abiertos y bien
interconectados para lograr una facil vascularizacion y garantizar una penetracion homogénea de las

células logrando asi un desarrollo uniforme del tejido.

Tabla. 2.3 Tamaiios de poros y porosidades relacionados con la generacion de hueso.

Tamafio de Poro del Porosidad Tendencias del crecimiento de tejido 6seo
andamio (pum) (%) mineralizado
2-6 33.5 No hay crecimiento de tejido [31]

No hay crecimiento de hueso y si existe

15-40 46.2 crecimiento de tejido fibroso [31]
30-100 46.9 Crecimiento de hueso, pero el mayor porcentaje
(80%,<100 pm ) es para tejido fibroso [31]
50-100 46.9 Crecimiento de hueso, pero el mayor porcentaje
(63%,<100 pm) ' es para tejido fibroso [31]
60-100 43 Crecimiento de hueso, pero el mayor porcentaje
(37%,<100 pm) es para tejido fibroso [31]
No hay diferencias significativas entre la
<100 35.3 formacion de tejido fibrosos y mineralizacion de
hueso [32]
No hay diferencias significativas entre la
<200 51.0 formacion de tejido fibrosos y mineralizacion de
hueso [32]
Diferencias significativas entre la cantidad de
<350 73.9 hueso creciendo y los otros grupos

controlados [32]

2.3.3 Importancia de las propiedades superficiales y mecanicas de los andamios

La interaccion de las células con los andamios esta también condicionada por la superficie del andamio.
Se ha demostrado que si la superficie tiene cierta rugosidad o es bioactiva existe una mayor adhesion y
esto es crucial para una mejor migracion, proliferacion y diferenciacion. Las células son capaces de
detectar con una alta sensibilidad las condiciones mecanicas de los sustratos. Partiendo del contacto
inicial que es regulado por la integrina y el citoesqueleto seguidos por las deformaciones en el sustrato o

por las cargas exteriores aplicadas (figura 2.6), se requiere conocer cual es la respuesta de las células.
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Fig 2.6. Esquema de una célula adherida (integrinas) a la pared del andamio y que esta recibiendo estimulos
externos (ej: fluido o por indentadores) y estimulos que provienen de la deformacion del andamio.

Por ejemplo si el sustrato de adhesion es rigido y no deformable, las células no podran reorganizarse y

enganchar receptores en las placas de adhesion, los cual constituye un pre requisito para suministrarle

senales y asi aumentar la viabilidad de las células. En la tabla 2.4 se resumen algunas de las propiedades

mecanicas para andamios tridimensionales y se han relacionado con la porosidad de estos. Estas

propiedades mecanicas son conocidas mediante ensayos tradicionales y es necesario vincularlas con los

estimulos mecanicos locales que estan actuando sobre las células adheridas.

Tabla 2.4. Propiedades mecanicas de algunos andamios dependiendo de la porosidad.

Porosidad

Material %) Propiedades Mecanicas Referencias
Policaprolactona-fosfato Moédulo de Compresion 6.8 MPa;
tricalcico (PCL-TCP) 60-70 Resistencia a compresion 1.0MPa Hutmacher et al. [33]
Poli (L-l4ctico-co-D,L-lactico)- Mo‘;‘élz if[é‘(’;fc‘gg_sm
fosfato tricalcico (PLDLLA- 60-70 51 SMPa(ﬁﬁme do) Resi; tencia a Hutmacher et al. [33]
TCP) compresion 1.0MPa
Poli (D,L-lactico) (PDLLA) . (0.5 \squlo de Young , 324539 MPa  Melchels et al. [34]
Diseiio Cubico
Poli (D, L-lactico) (PDLLA). = ¢ »  \isdulo de Young , 169421 MPa  Melchels et al. [34]
Diseiio Giroide
Poli-95%LL,5%DL.-lactico,
estabilizado con titanio con 95 Mobdulo de Young, 120+£30 kPa  Charles-Harris et al. [35]

particulas de vidrio

2.4 Métodos computacionales aplicados en la caracterizacion morfologica de los

andamios

En dependencia de la aplicacion, biomateriales y métodos de fabricacion asi seran los microporos de los

andamios. Las técnicas convencionales (separacion de fases, espuma de gas, sales en suspension)
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presentan ciertas dificultades para reproducir o para garantizar una microestructura bien conectada de
tamafios de poros[36-39]. No obstante, las muestras pueden ser caracterizadas a través de métodos
computacionales no destructivos, de donde se destacan los analisis por micro Tomografia Computacional
(LCT) y por Resonancia Magnética (MR). Estas técnicas permiten que por medio de imagenes se pueda
obtener una reconstruccion digital del andamio, permitiendo asi la creacion de modelos a partir de
muestras especificas. Se han seleccionado algunas de las reconstrucciones de andamios que se encuentran
en la literatura para ejemplificar las ventajas de estos métodos computacionales (figura 2.7). En la
figura 2.7a (izquierda), se muestra una secciéon de un andamios de fosfato de calcio, donde se puede
observar la distribucion irregular de los tamafios de poros[38]. El proceso de reconstruccion se realiza
mediante la superposicion de las imagenes de pCT y brinda un resultado tridimensional como el mostrado
en la figura 2.7a (derecha) [38]. Generalmente estas reconstrucciones se utilizan para el analisis de la
superficie de la estructura 3D, pero a partir de estas superficies es posible crear mallas y dar paso a la
obtencion de los volumenes solidos, que representaran las geometrias de los modelos por elementos
finitos (FEM) o de modelos de dinamica de fluido (CFD), que encontraremos en la literatura. Por
ejemplo, para el modelo de FEM desarrollado por Milan et al [40] se pueden distinguir entre las fases de
un material compuesto por PLA (acido poli lactico) y G5 (Vidrio de fosfato de calcio estabilizado con
titanio)(figura. 2.7b). Esta identificacion es posible mediante la aplicacion de diferentes escalas de grises
en la etapa de reconstruccion, donde se identifican estos materiales. El problema del uso de los modelos
creados a partir de estas estructuras irregulares es que cambiara de un andamio a otro, por la no existencia
de repetitividad, ni garantia de que las interconexiones y tamafios de los poros sean semejantes o
adecuados para ciertas aplicaciones.

Los métodos de fabricacion a partir del disefio asistido por ordenador (CAD) permiten el control en la
fabricacion de las estructuras 3D; estos métodos han sido recientemente incluidos en la biomedicina y
especialmente en el area de la ingenieria de tejidos [41]. El nombre que comunmente se utiliza para
denominar estas técnicas es rapido prototipado (RP). Estas técnicas garantizan una mejor reproducibilidad
e interconectividad de los poros que los métodos tradicionales mencionados con anterioridad. En la
figura 2.7c, se muestran los pasos usados para caracterizar un andamio regular. El primero es concebir el
disefio deseado (CAD) de los poros, en el ejemplo de la figura 2.7c, se muestra un disefio giroide[34],
[42] formando la estructura tridimensional, posteriormente la fabricacidon y finalmente la verificacién o
caracterizacion mediante la reconstruccion de imagenes pCT[34]. Con estos pasos se puede estudiar la
influencia del método de fabricacion en la estructura final. Estos andamios regulares pueden ofrecer
muchas facilidades a la hora de entender y optimizar los diferentes comportamientos bioldgicos. En los
epigrafes posteriores se presentan diversos ejemplos de aplicacion de métodos numéricos en el
entendimiento de fendmenos bioldgicos en los andamios para aplicaciones dentro de la ingenieria de

tejido.
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Fig 2.7. Caracterizacion computacional de andamios (a) (izquierda) imagen de seccion cortante de micro-CT de
fosfato de calcio no inyectable y (derecha) reconstruccion 3D en MIMIC(Materialise) del cemento de CaP
(modificado desde Lacroix et al. [38]). (b) Reconstruccion 3D de un andamio de PLA-GS5 (acido poli lactico y
vidrio), donde se representan los componentes del compuesto en un modelo por elemento finitos (modificado desde
Milan et al. [40]). (¢) Pasos en la caracterizacion computacional de un andamio regular, disefio CAD de unidades
bésicas giroide ensambladas en 6x6x12 unidades, se muestra una foto del andamio ya fabricado y la verificacion del
disefio realizada mediante la reconstruccion de escaner de pCT (modificada desde Melchels et al [34]).
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2.5 Evaluacion computacional de las propiedades mecanicas de los andamios

En el caso de necesitar sustituir un tejido 6seo dafiado, el andamio debe ser capaz de soportar
temporalmente el régimen de carga a la que estd sometida la zona afectada, lo cual se traduce en la
necesidad de proporcionar una resistencia mecanica bastante elevada. Esta es una de las razones por la
cual las propiedades mecanicas de los andamios son un punto critico y que dependera por lo tanto de la
aplicacion, manejabilidad y las propiedades que se deseen obtener del conjunto andamio-tejido. La
obtencion computacional de la microestructura del andamio explicada en el epigrafe anterior ofrece la
posibilidad de estudiar los andamios respetando la estructura especifica de los poros.

Mediante el método de elementos finitos (FEM) se dan soluciones aproximadas a problemas fisicos
basados en ecuaciones diferenciales parciales. Para definir un problema se parte de un continuo
(geometria); que su dominio es dividido en un ntimero finito de subdominios (elementos), cuyo
comportamiento se especifica mediante un niimero finito de parametros y donde la solucion del sistema
completo sera el ensamblaje de las soluciones en los elementos [43]. En ingenieria de tejidos, el FEM ha
sido utilizado principalmente para determinar las propiedades mecanicas efectivas de los andamios
porosos. El método permite calcular el modulo de Young efectivo (E) (Ec. 2.1), dependiendo de la fuerza
de reaccion R, calculada en los nodos, donde 4, el area total de la seccion cortante de el andamio y las

deformaciones axiales aplicadas € = Al/l [38], [44].
Ef = (R/A)/ALL) 2.1)

Los parametros mecénicos calculados en las superficies del andamio son considerados como estimulos o
senales que perciben las células adheridas. Dependiendo de la magnitud del estimulo (deformacion) asi
sera la respuesta de las células para su proliferacion o diferenciacion [45]. Generalmente, para
aplicaciones de tejido 6seo se aplican cargas de compresion o traccion, determinando asi la resistencia y
la distribucion de deformaciones en las paredes del andamio (figura. 2.8). En el ejemplo de la figura 2.8,
el efecto de los estimulos mecanicos fueron estudiados a través de FEM para estructuras de andamios de
cementos de CaP y para vidrio poroso [38]. La deformacion octaédrica en una seccion 2D de ambos
andamios son mostrados en la figura 2.8a. Altas deformaciones (0.75%) son encontradas en areas
cercanas a los poros bajo la aplicacion de un 0.5% de compresion. La distribucion de deformaciones es

bastante heterogénea correspondiendo con la irregularidad de la distribucion de los poros.
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0.00%

Fig 2.8. Ejemplo de la aplicacion de FEM en la determinacion de las propiedades mecénicas de los andamios.
Deformacion octaédrica para dos muestras (izquierda) cementos de CaP y (derecha) andamios de vidrio (modificado
desde Lacroix et al.[38])

2.6 Descripcion computacional de la degradacion de andamios y de regeneracién
de tejidos

La degradacion de los andamios esta directamente relacionada con las propiedades mecanicas temporales
que deben proporcionar los andamios para sustituir el tejido dafiado. El ejemplo escogido fue desarrollado
por Adachi et al. [46], ellos proponen computacionalmente una manera para describir el proceso de
regeneracion de tejido aplicado a la ingenieria de tejido 6seo. El estudio fue basado en el método de
elementos finitos y en la evaluacion de la funcion mecanica del proceso de regeneracion medido a través
de los cambios de energia de deformacion en un sistema compuesto por el andamio y el nuevo hueso. Dos
disefios de andamios regulares fueron evaluados uno tipo enrejado ctbico y el otro tipo esférico, descritos
ambos mediante la unidad basica de disefio para un andamio regular (figura 2.9). La degradacion del
andamio fue asumida que ocurrird debido a la hidroélisis, para la cual el peso molecular del polimero W
decrecera, esto se traduce en la reduccion del modulo de Young del andamio Es (ver Ec. 2.2). En este
caso, Eg es una constante correspondiente al modulo de Young inicial y W es el peso molecular inicial.
La razoén de degradacion se vera afectada por la morfologia de la microestructura del andamio y por areas
superficiales que pueden acelerar el proceso de difusion de las moléculas de agua en el interior del

material polimérico macizo.

ES(W(t)) = Eso% (2.2)

La formacion de hueso y la reabsorcion son acopladas al modelo asumiendo que existen actividades
celulares osteoblasticas y osteoclasticas. El nuevo hueso formado es simulado usando la ecuacion de
razon de remodelado de una superficie del hueso trabecular (Ec. 2.3), basado en la hipotesis de tensiones
uniformes. En esta ecuacion, o. es la tension representativa en el punto x, en la superficie del hueso o del
andamio para el cual los osteoblastos forman las nuevas matrices del hueso, y o, son las tensiones

representativas en el area vecina al punto x,;. En la ecuacion Ss define la superficie del andamio, o, es la
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tension en el punto vecino x, dentro de la distancia de deteccion critica I, (I = [x, —x .| )y w(l) es la

funcion de descomposicion explicada en mas detalles por Adachi et al. [46].

- fs wl)o dSg
fs wl)ds s

Los cambios de la energia total de deformacion del sistema hueso-andamio, U(?), en el proceso de

0y (2.3)

regeneracion son graficadas en la figura 2.9 para las estructuras de poros enrejado cubico y la esférica. En
las graficas se indica la transicion de la funcion mecénica para los dos componentes estructurales. Para la
estructura enrejada (figura 2.9 a) el punto de entrecruzamiento ocurre a los 40 dias, mientras que para el
poro esférico (figura 2.9 b) ocurre en aproximadamente 20 dias. Se demuestra en este caso como el
disefio del poro del andamio presenta una alta influencia en el proceso de regeneracion. A través de los
casos presentados, es posible demostrar que las variables para optimizar la regeneracion del hueso pueden
ser determinadas mediante la simulacion computacional. Sin embargo, las ecuaciones utilizadas para
realizar las predicciones de degradacion del andamio y de la formaciéon de hueso se derivaron de bases

que son diferentes y que limitan en gran medida este estudio.

,: 1.2 T T T T T T T
g ----- Hueso
= 10 --— Andamio |
> — Tatal
E o8 |
o
3
a) E o8 : l
(]
2
o 04 1
s
\(U
o 0.2 l
1k}
o
L 0 3 1 1 L L T 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Dias
= 1.2 T T T T T T T
S
= o =
S e
5 08 s
= / ;
3 = 4 H
b) E 06 .
) 5 v
[iT] .
O pat- }-‘ .
=] = g ceee Hueso
@ AN --— Andamio
m 0.2 . =
o i Rt — Total
= : e
W gk 1 1 L] | L L
0 20 40 60 80 100 120 140 1860
Dias

Fig. 2.9. Simulacion computacional de la regeneracion del hueso en la ingenieria de tejidos, basada en la
degradacion del material y en la formacion de nuevo tejido 6seo (a) Enrejado Cubico (Lattice-like) con 1=1.6mm y
(b) estructura esférica con d=2.6mm. (Modificado desde Adachi et al. 2006[46])
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2.7 Método de homogenizacion para disefios de andamios

Los andamios deben combinar parametros conflictivos como funcion mecanica y apertura de poro para el
transporte de masa. Para evaluar el compromiso que debe existir entre estos dos parametros, se propone la
teoria de homogenizacion, basada en ecuaciones de equilibrio a multiescala y que permiten calcular las
propiedades efectivas en estas unidades basicas [47], [48]. El ejemplo que se ha escogido para describir la
teoria es el estudio presentado por Hollister[47]. Para este estudio las propiedades mecanicas como por
ejemplo la rigidez especifica (E"*"°) (Ec.2.4) se calcula a partir de la rigidez a nivel microscépico (E""),
esto se obtiene dependiendo del tensor de deformacion (M) y del volumen de la unidad basica (V) [48].
Por otro lado, para el estudio del transporte de masa se necesita homogenizar algin parametro
representativo. Los trabajos son enfocados generalmente a la permeabilidad macroscopica (K) (Ec. 2.5)
que es calculada mediante la velocidad de fluido promedio segun la ecuacion de Navier-Stokes (v) y los
gradientes de presiones[47]. En la figura 2.10 se muestran los resultados obtenidos por Hollister[47],

mediante la aplicacion del método de homogenizacion.
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Fig 2.10. Modulo de Young y permeabilidad versus porosidad en dos disefios de unidades basicas disefiadas; poro
esférico (superior, en el grafico con lineas discontinuas) y poros cilindricos (inferior, en el grafico en linea sélida)
(modificado desde Hollister 2005[47]).
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Un incremento de la cantidad de material claramente se transforma en un incremento de las propiedades
elasticas, pero a costa del detrimento de la permeabilidad. Los resultados demuestran que el modulo de
Young se incrementa como era de esperar con el incremento de la fraccion de volumen y que es para los
poros esféricos donde se encuentra una rigidez mayor del andamio. La permeabilidad decrece con el
incremento de la fraccion de volumen y es para los poros cilindricos para los cuales se obtienen valores
mas altos de permeabilidad. La importancia de esta metodologia radica en la posibilidad de maximizar la
permeabilidad (transporte de masa) teniendo en cuenta el mantener las propiedades mecanicas muy
semejantes a las del tejido natural a sustituir.

En la figura 2.11 se muestran algunos de los disefios utilizados por Hollister y Yu Lin [49] para obtener
una estructura optimizada, la cual es mostrada de forma ideal en la figura 2.11d. En este caso y aplicando
el método de homogenizacion, los autores demostraron la posibilidad de obtener una arquitectura que con
una porosidad adecuada 74% cubra las necesidades de una rigidez optima. De esta manera se optimiza la
rigidez pero obteniendo poros muy cerrados, afectando los valores de permeabilidad. No obstante, el
método permite la optimizacioén de las estructuras aunque no llega a garantizar que para aplicaciones de
ingenieria de tejidos se obtengan magnitudes de sefiales mecéanicas similares a las que son necesarias para
el control las actividades de diferenciacion, sembrado celular, proliferacion o migraciéon bajo ciertas

condiciones experimentales.

Fig 2.11. Topologias de arquitecturas estudiadas por Hollister y Yu Lin [49]: (a) porosidad 65% poro esférico; (b)
porosidad 65% poro cilindrico ortogonal ¢) porosidad 65% fibras de onduladas, (d) topologia optimizada 74% de
porosidad, (e) porosidad 75%, poro esferico25%; (f) porosidad 75% poro cilindrico ortogonal g) porosidad 75%
fibras de onduladas.
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2.8 Modelos de flujo de fluido en andamios porosos

En ingenieria de tejidos son generalmente usados bioreactores como sistemas para proveer de un
ambiente dinamico a las células. Los estimulos son originados partiendo de las deformaciones de las
superficies del andamio o desde el flujo de fluido que se mueve por el interior de los poros. Pero de
manera general los bioreactores son utilizados para crear una circulacion o transporte de masa que
permita incrementar la eficacia del sembrado celular y también para proveer de estimulos a las células en
la fase de cultivo. Entre los bioreactores estin los llamados de perfusion directa que son sistemas
extensivamente usados en ingenieria de tejidos por la capacidad que presentan estos de llevar una
distribucién uniforme del fluido[50-52]. El método que se utiliza para simular los fendmenos
relacionados con la intervencion de liquidos es el de dinamica de fluido computacional (CFD)[53].Para el
caso especifico de la perfusion directa, se crea un flujo de fluido laminar simulado mediante las
ecuaciones clasicas de Navier-Stokes (Ec.2.6) y la de continuidad (Ec.2.7), donde u yVp son las

velocidades de fluido y el gradiente de presion.

pu - Vu= —Vp + nV2u (2.6)
V. t=0 @.7)

En la figura 2.12 se muestran los resultados de CFD para morfologias de poros irregulares [40]. El
volumen fluido es delimitado por las paredes de los poros a partir de las imagenes de micro-CT tomadas
desde las morfologias irregulares de los andamios PLA-G5 (figura 2.12a). Las propiedades del
biomaterial del andamio no tienen ningun tipo de influencia para estos tipos de analisis. Milan et al[40]
obtuvieron para este estudio que existe una distribucion heterogénea de fluido debido a la irregularidad de
la interconexion de los poros (figura 2.12a). Ellos calcularon que para una velocidad de 100pm/s en la
entrada del andamio, las velocidades en el centro de los poros estan en el rango de entre 150 y 780 pm/s,
mientras que en las proximidades de la pared estas velocidades se encontrardn entre 0-50 pm/s
(figura. 2.12a).

Estudios en andamios de morfologia regular como el que realizan Boschetti et al. [54] (figura 2.12b),
presentan la posibilidad de controlar los parametros de fluido teniendo en cuenta la porosidad y el tamafio
de poro. En la figura 2.12b se muestra como a medida que se aumenta la porosidad y el tamafio de poro
disminuyen las velocidades en el centro de los poros. La necesidad de incluir los disefios de los poros en
los estudios de estimulos fluidos en andamios no queda totalmente esclarecido por Boschetti et al.[54];
pues los autores realizan el estudio en un solo disefio donde los perfiles de fluido se muestran

proporcionales a las variaciones de la fraccion de volumen de material.



25 Estado del Arte

D H
99

A
‘ ( 150
AV )
7 89

Porosidad del Andamio (%)

Tamano de Poro (pm)

Fig 2.12. Perfiles de velocidades representados en una seccion cortante para un flujo de fluido de perfusion
(v=100um/s) (a) Morfologia irregular del andamio fabricado con PLA-GS5 (4acido poli-lactico y vidrio G5), el
modelo fue obtenido desde las imagenes de micro-CT (Milan et al. [40]). (b) Variacion de la magnitud de velocidad
del fluido en un modelo de andamio con poros regulares. El efecto de los tamafios de poros y las porosidades en los
perfiles de velocidad es representado (Boschetti et al. [54]).

2.9 Simulacién de los conceptos de mecano-regulacion

2.9.1 Diferenciacion celular en andamios

En 1997, una teoria de mecano regulacion fue introducida por Prendergast et al. [55], con la cual se
propone explicar la relacion existente entre los estimulos mecéanicos con la formacion del tejido basado en
la diferenciacion de células mesenquimales. La propuesta inicial asumi6 que las dos fases coexisten de
manera saturadas (formulacion poroelastica) encontrando aplicaciones en: simular la interfase implante-
hueso [56], la curacion de una fractura[57] o un defecto osteocondral[58], en camaras de hueso[59], [60],
y distraccion del hueso [61]. La primera aplicacion de este algoritmo en ingenieria de tejido fue realizado
por Kelly & Prendergast en 2007 [62] con el cual se estudi6 la diferenciacion celular y la influencia de las
propiedades del material de un andamio sobre las propiedades condrogénicas para corregir un defecto
osteocondral.

Las bases del algoritmo de diferenciacion son que a través del estudio de la magnitud del estimulo S. Este
parametro es calculado mediante la combinacion de la deformacidon cortante octaédrica (y) y las
velocidades del fluido (u) (figuras 2.11) [63]. Ambos estimulos puede producir una distorsion de las
células afectando su actividad de diferenciacion. Segun la ecuacion del estimulo (Ec. 5.1), a y b son las
constantes empiricas [56]; a=0.0375 y b=3ums~'. Ahora si $>3, entonces la diferenciacion de una célula
sera en células productoras de tejido fibroso; si 3>S$>1, la diferenciacion de una células sera para
cartilago; si 1>5>0.267, la diferenciacion de la célula sera para el hueso; y si 0.267>5>0, entonces ocurre

la reabsorcion [64] (figura. 2.11).
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Fig 2.11. Modelo de mecano-regulacion. El fenotipo de tejido es determinado para cada elemento dependiendo de
de la posicion en que se encuentre la combinacion de estimulos dentro del diagrama de mecano-regulacion (el
diagrama no se encuentra a escala (Lacroix et al. [63]).

S =

+2 (2.8)

Q=
SHES

En el ejemplo de aplicacion del algoritmo realizado por Milan et al.[64], se predice la diferenciacion en
un material PLA-GS5 bajo diferentes razones y magnitudes de carga compresiva. Ellos mostraron el efecto
que presentan estos factores en la distribucion de los tejidos en una misma configuracion del andamio. En
la figura 2.12 se puede ver el incremento de los estimulos en relacion con el incremento de la carga de
compresion y como para las condiciones de 1% de deformacion a 0.0025 s es muy homogénea la
formacion de tejido 6seo. Este resultado estd directamente relacionado con la estructura y la falta de
repetitividad no permite replicar en otras muestras estos resultados aunque se controlen y mantengan las

condiciones de cultivo.
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Fig 2.12. Ejemplo de aplicacion del algoritmo de diferenciacion en un andamio de PLA-GS5 (modificado Milan et
al.[64]). Resultados para diferentes estimulos de compresion ciclica. Se muestra como valores de 0.5% de
deformacion garantiza mayor uniformidad y formacion del hueso maduro. Y se muestra la heterogeneidad de
estimulos para valores de deformaciones mayores.

Otro ejemplo es el estudio realizado por Sandino y Lacroix [65] en andamios de morfologias irregulares
de fosfato de calcio (CaP). En este caso la diferenciacion para los estimulos mecanicos es transmitida a
través de fases no saturadas, las cargas de compresion se aplican en la parte del biomaterial y el flujo de
fluido de perfusion se calcula en el interior de los poros actuando como estimulos. Las propiedades de los
elementos finitos o propiedades del tejido que se va diferenciando son sustituidas por las propiedades de
un fluido viscoso que cambia en relacion con los estimulos aplicados. En la figura 2.13 se muestra como
las condiciones aplicadas al fluido, de presion o de velocidad de fluido arrojan resultados diferentes en
cuanto al tipo de fenotipo predominante después de un mismo tiempo. La condicion de presion aplicada
en la entrada lleva a un mayor porcentaje de diferenciacion en tejido dseo, si la comparamos con su
equivalente para una velocidad de 10um/s y donde se obtendran zonas apoptoéticas en el interior de los

poros.
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Fig 2.13. Diferenciacion de tejido estudiada bajo dos condiciones de flujo de fluido en andamios de fosfatos de
calcio. Velocidad de fluido (10pm/s) y presion (3Pa). (Modificado desde Sandino & Lacroix[65])
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iteracion 50

2.9.2 Aproximacién mediante puntos lattice

Una relevante aplicacion en los modelos de mecano-biologia es la formulacion de los puntos lattice,
introducidos en estos modelos por Pérez y Prendergast con el objetivo de incluir el comportamiento
individual de las células [66]. Un lattice creado dentro de un elemento finito representa un tejido de
granulacion, de este modo cada lattice es considerado una region del espacio para ambos células y matriz
extracelular (figura 2.14). El modelo lattice ha sido usado como alternativa para simular la proliferacion y
la migracion de las células. La proliferacion es asumida (3D) que puede ocurrir en las seis direcciones
principales (figura 2.14b). Primeramente una nueva posicion es aleatoriamente seleccionada desde los
alrededores de la posicion original (incluye a la posicion original) y una posicion vecina es seleccionada
para que sea ocupada por la célula hija. En el evento si una posicion esta ocupada se escoge otra que no
esté ocupada de manera aleatoria nuevamente. Este proceso continua hasta que la simulacion finalice o
que todas las posiciones del lattice estén ocupadas. Para el proceso de migracion, una nueva posicion para
las células es escogida de manera aleatoria (que incluye la posicion original). Al saber que el proceso de
migraciéon es un proceso mas rapido, una nueva localizaciéon de una célula migrada se escoge por
iteracion. Un punto lattice podria ser ocupado por una MSCs, un fibroblasto, un condrocito, un
osteoblasto o una célula endotelial.
La formulacion del lattice fue aplicada en ingenieria de tejidos por Byrne et al. [68] (figura. 2.15).
En ese trabajo, los autores estudiaron el efecto de las propiedades porosidad y razén de degradacion en
las propiedades mecanicas durante el proceso de formacién de tejido en un andamio regular.
Inicialmente, ellos asumieron que el andamio se encontraba colonizado por tejido de granulaciéon y con
1% de puntos lattice, escogiendo de manera aleatoria el sembrado de células mesenquimales. Se calculd
y optimiz6 las propiedades del andamio para obtener una mayor formacion del tejido 6seo, pero la
mayor limitacién del estudio es el hecho de ubicar las células sembradas de manera aleatoria en una
sola unidad de poro del andamio, debido a que se asume la fase del sembrado y disminuyendo cualquier

posible relacion existente entre la morfologia del andamio y la distribucion del sembrado.
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(b)

Fig 2.14 (a) Lattice generado desde la geometria de un elemento de granulacion (b) Seis localizaciones potenciales
de una célula para migrar y proliferar[67].

Por otro lado, la secuencia de las células endoteliales y de los vasos pueden ser definidas en los lattice a
través de una funcion probabilistica [69], [70]. Los estudios de angiogénesis durante la diferenciacion del
tejido han sido introducidos por Checa y Prendergast [71] utilizando el modelo lattice. Este modelo de
angiogénesis fue aplicado a un andamio simplificado para ingenieria de tejido 6seo y se estudio la
influencia de la distribucion de las células sembradas inicialmente en la variacion de la vascularizacion y
la penetracion de las conexiones vasculares. Se demostr6 que las condiciones de sembrado celular tienen
un efecto significativo en la vascularizacion de los andamios [70]. También con el objetivo de simular el
fenomeno angiogénesis se aplicd un algoritmo similar para un andamio irregular de cemento de fosfatos
de calcio (CaP)[69]. Sandino et al[69] obtienen para este estudio que para magnitudes de deformaciones
mecanicas totales de 0.5% y 1% no existe un efecto notable en el crecimiento de los vasos (figura 2.16).
Pero son notables los cambios que se producen en términos de estimulos mecanicos y de distribucion de

las células.

Concentracion de células (ndmero de células felementos)

0 10 20 3 40 50 60 O B0 S0 100

Alta carga

Baja carga
M=C  Fibroblastos Condrocitos Osteohlastos MSC  Fibroblastos Condrocitos Osteoblastos
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Fig 2.15. Distribucion de células en un andamio simplificado usando el método de lattice (modificado desde Byrne
et al.[68])
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Fig 2.16. Estimulo de mecano-regulacion y fendmeno angiogénico bajo condiciones de 0.5% y 1% de deformacion
total y sembrado de células MSCs después de 100 iteraciones son mostradas. (a) Conexion vascular (b) distribucion
de estimulos (c) distribucion de células (Sandino et al. [69])

2.9.3 Aplicacion de modelos multiescala en ingenieria de tejidos

En la literatura es posible encontrar analisis de parametros de andamios para ingenieria de tejidos basados
en aproximaciones de multi escalas. Un ejemplo es el estudio de Sanz-Herrera et al.[72] donde los autores
analizan factores como rigidez, porosidad, cinética de reabsorcion del material, tamafio de poro y pre
sembrado en andamios para la creacion de hueso. Este tipo de analisis ha sido fundamentalmente aplicado
a situaciones in vivo y donde existen diferentes ambientes o escalas (tiempo o dimensionales) que se han
de solapar unas con otras hasta obtener diferentes transiciones fenomenolédgicas. Destacar en el ejemplo
seleccionado que el efecto del pre sembrado es un punto de vital importancia ya que se ha encontrado que
al asumir como uniforme la distribucion de las células iniciales y al tomar las mayores concentraciones, la
formacion del tejido 6seo serd mayor. También se evidencia que mediante la transicion de escalas la
calidad del tejido creado esta directamente influenciada ademés de la distribucion de estas células

iniciales por la rigidez del andamio y por el tamafio medio del poro.

2.10 Conclusiones y perspectivas de esta tesis

En este capitulo se plantean los fundamentos principales de la ingenieria de tejidos y lo dificil y costoso
que podria resultar la determinacion experimental de los parametros Optimos para la caracterizacion de
todos los procesos para una aplicacion determinada. Se recogen a través de ejemplos como se han
enfocado los diferentes problemas a través de variantes numéricas y se concluye que ain queda mucho
camino por recorrer en el campo de ingenieria de tejidos y sobre todo para obtener la garantia de una total

efectividad en aplicaciones clinicas. Es necesario por lo tanto conocer mucho mas sobre los fenomenos
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que tienen lugar durante la formacion del nuevo tejido, de esta manera se tendra un mayor control.
Muchas son las ventajas que presentan los métodos numéricos para visualizar, controlar e intentar
predecir los procesos en los cultivos. Primero la posibilidad de caracterizacion mediante las
reconstrucciones 3D de los andamios permitiendo obtener una aproximacion de la estructura porosa de
los andamios y recrear los modelos para hacer simulaciones de fluidos dindmicas y mecanicas.

Las ventajas de las nuevas técnicas de fabricacion (RP) que permiten disefiar los poros de los andamios
(en CAD) y hacer un estudio sobre una estructura repetible y regular. A pesar de esto, los estudios
numéricos se ven limitados debido a que muchos de los fendomenos son desconocidos y otros son
necesarios asumirlos a partir de otras condiciones por ejemplo ambientes in vivo. La falta de soporte
experimental que puedan relacionar los modelos numéricos a los resultados in vitro son otra de las
limitantes que se ha posido encontrar en este estudio bibliografico y por estas razones se desea mediante
esta tesis aportar algunos resultados y métodos que sirvan un poco de union entre la fase experimental y

la fase numérica. Algunos de los principales puntos abiertos a investigacion se citan a continuacion:

a)  Optimizar las arquitecturas de los andamios en funcién de la aplicacion o el defecto a arreglar.

b) Estudios de las condiciones de cultivo in vitro y la determinacion de parametros Optimos
relacionados con las estructuras.

c) Estudiar la influencia de los disefios de dispositivos (bioreactores), que son los encargados de
proporcionar los estimulos y que permita el escalado a nivel clinico de los estudios experimentales.

d) Verificacion experimental de los resultados, para contrastar los resultados numéricos,
permitiendo la cercania de teorias (metodologias) y experimentos.

e) Evaluar arquitecturas especificas y de factible fabricacion mediante los métodos de RP existentes,
permitiendo el desarrollo de modelos a partir de imagenes de microCT, con mallas de fluido y sdlido
congruentes.

f)  Centrar la atencion en la fase inicial “el sembrado celular”, esta fase no es intuitiva y tiene gran
influencia en los resultados que se han publicado hasta este momento. Ademas a nivel experimental se
necesita el control de esta fase, para la optimizacion del proceso y para conocer algunos fendmenos
relacionados con este paso.

g)  Incluir variantes de interaccion célula-biomaterial en los modelos, que permita incluir algin tipo

de bioactividad en las simulaciones matematicas.



Capitulo 3: Bioreactor de perfusion para la
generacion de recubrimientos de cartilago
articular

Resumen: Para los estudios in vitro en ingenieria de tejidos es vital el control minucioso de las
condiciones fisico-quimicas del cultivo. Con este fin, se desarrollan sistemas de bioreactores
encargados de reproducir y garantizar un ambiente que ayude a generar tejidos funcionales para
aplicaciones clinicas. En este capitulo se evalua la posibilidad de escalar un disefio de un bioreactor
para el desarrollo de un cartilago articular (didmetro=50 mm). Se predicen los perfiles de fluido en el
interior de las camaras de los bioreactores mediante el uso de modelos numéricos. Las propiedades
(permeabilidad del material del andamio (Hyaff 11) utilizado para generacion del cartilago), fueron
sustituidas en la simulacion por un valor de viscosidad aparente (ns) y cuya formulacion es
desarrollada y validada en este capitulo. Los flujos de fluido para las condiciones del sembrado de los
condrocitos y para la fase desarrollo del desarrollo del cultivo fueron calculados. Se determin6 que el
disefio con multiples entradas y salidas, lleva a una distribucion de fluido mas uniforme que el disefio
que fue escalado desde una camara de bioreactor ya existente. Finalmente se muestran los ensayos
experimentales desarrollados por la Universidad Hospital de Basel, mostrando que experimentalmente
la seleccion realizada fue la adecuada para el desarrollo del nuevo cartilago.

3.1 Introduccioén

Los estimulos mecanicos dentro del rango fisiologico pueden estimular la sintesis de la matriz
extracelular del cartilago y mejorar asi las propiedades del tejido desarrollado [73]. Los bioreactores son
sistemas que pueden generar estos estimulos mecénicos. Este método es muy ventajoso porque disminuye
la probabilidad de contaminacién, presentan una buena manejabilidad y permite asi una excelente
repetitividad para un determinado ambiente de cultivo. Tradicionalmente, los bioreactores son usados en
diferentes propositos: 1) proliferacion celular, en pequefia escala (pacientes individuales) y en gran escala
(conceptos de terapia alogénica); 2) generacion de tejidos 3D construidos aisladamente y con
proliferacion celular in vitro; 3) aparatos de soporte de 6rganos [74].

Como es ya conocido, la estimulacion mecanica tiene un impacto positivo en la ingenieria de tejido
musculo-esquelético, del cartilago y del tejido cardiovascular[30]. El control de las magnitudes y
ambientes que se crean en los andamios o en los tejidos estan directamente relacionados con los
diferentes tipos de disefios de bioreactores existentes. Esta diversidad de bioreactores esta relacionada con
obtener diferentes regimenes de estimulacion(fuerzas de compresion, cortante o de rotacioén) en los
andamios tridimensionales [75] (figura 3.1).Después del sembrado celular se necesita haber obtenido una

alta densidad de células distribuidas homogéneamente en el interior de las matrices 3D. Este hecho esta

Este capitulo se ha publicado en parte en: Bioreactor based engineering of large-scale human cartilage
grafts for joint resurfacing. Rosaria Santoro, Andy L. Olivares, Gerben Brans, Dieter Wirz, Cristina
Longinotti, Damien Lacroix, Ivan Martin, David Wendt. Biomaterials 31 (2010) 8946-8952.
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asociado con un posible aumento de la formacion del tejido y con la posible reduccion del tiempo de
cultivo. Para el caso del cartilago la distribucion de las células influye directamente en la formacion de la
estructura. Una distribuciéon no homogénea de las células en el interior del andamio puede afectar
significativamente las propiedades del tejido formado [76]. Los bioreactores de perfusion directa han
demostrado experimentalmente que llevan a una mayor eficiencia en el sembrado y en el cultivo respecto
a los otros tipos de sistemas in vitro[S1]. La perfusion consiste en hacer pasar un fluido directamente a
través de los poros del andamio. De manera general, los disefios de bioreactores de perfusion son muy
similares (figura 3.1c). La primera consideracion de disefio para los bioreactores es conocer el tamafio y
forma del tejido que se desea reproducir. Pero también es muy importante que todas las células dentro del
entramado (tejido-andamio) 3D reciban suficientes nutrientes y que sea efectivo a la hora de eliminar los
desechos. Por ejemplo, para cultivos estaticos en andamios de diametros inferior a /0mm, es conocido
que las células sembradas en la periferia crecen facilmente, sin embargo las que residen en el centro
tienden a morir por necrosis [77], [78]. En la tabla 3.1 se resumen algunos de los tamafios de andamios
utilizados en bioreactores de perfusion par ingenieria de cartilago y de hueso. Destacar que los didmetros
de los cilindros utilizados en estos ensayos se encuentran en un rango desde Smm hasta 16mm. Estas
dimensiones son representativas para aplicaciones maxilofaciales o para realizar un procedimiento

quirtrgico similar a la mosaicoplastia.

it
it

b)

Fig 3.1.Algunos sistemas de bioreactores utilizados en biotecnologia a) Spinner-Flask: generalmente usado para el
sembrado de células en andamios 3D. Las células son transportadas por conveccion. En la mayoria de las ocasiones
se crean turbulencias del fluido que van en detrimento del desarrollo del tejido. b) Rotacion de las paredes: proyecta
un ambiente dindmico favorable para el crecimiento de tejido mediante tensiones cortantes bajas y altas razones de
transferencia de masa. En este caso las paredes estan rotando y es importante balancear la fuerza de arrastre (Fd), la
fuerza centrifuga (Fc) y la fuerza gravitatoria (Fg), para que no se produzca una caida libre de los andamios. c)
Perfusion: El flujo penetra en el interior de los poros de manera directa(modificado de Martin et al. [76]).



Bioreactor de Perfusion para Cartilago Articular 34

Tabla 3.1. Dimensiones de andamios utilizados en bioreactores de perfusion

) Dimensiones . .
Material Células ., . Porosidad Referencia
(diametro, longitud)
Hyaff Condrocitos Smm, 4mm 75% Wendt et al [51]
Hyaff 11 Condrocitos 8mm,4mm 73% Wendt et al [51]
Espuma Poliactiva ~ Condrocitos 8mm,4.3mm 75% Wendt et al [51]
. Mesenquimales o
Matriz de PET (MSCs) 16mm, 1.2mm 89% Zhao et al [79]
PLA modificado Mesenquimales 8mm, 3mm 90% Alvarez-Barreto[80]
(MSCs)
Hueso Mesenquimales 4mm, 4mm 70-80% Grayson et al [81]
descelulerizado (MSCs) ’ ’ ¥
Hyaff 11 Condrocitos 8mm, 4mm 93% Timmius et al [82]

Ahora bien, como es conocido el cartilago articular es un tejido que presenta una capacidad limitada para
autoregenerarse y hasta el momento los tratamientos existentes mediante Carticel® o Hyalograft-C®,
solamente se utilizan para la rectificacion de los dafios traumaticos de manera muy local y no para realizar
sustituciones totales [83-85]. Por otro lado, como los valores de diametros de andamios para ingenieria de
tejidos reportados hasta el momento se encuentran muy por debajo de los S0mm de diametro[86] que son
necesarios para recubrir un cartilago en una rodilla con osteoartritis, no se conoce ningtin antecedentes de
estudios donde se haya intentado generar este recubrimiento in vitro.

De aqui que el objetivo principal de todo el estudio fue desarrollar un cartilago articular bajo
condiciones in vitro de dimensiones que permita realizar el recubrimiento total del cartilago de una rodilla
humana. El estudio estd enmarcado en el proyecto STEPS y la tarea particular desarrollada por nuestro
grupo fue la de simular y tomar decisiones respecto al disefio de un bioreactor que fuera capaz de crear las
condiciones Optimas para el crecimiento del cartilago articular deseado. Basados en los antecedentes en
este campo y segun los resultados reportados por Wendt et al. en 2003 [50], la tarea inicial es la de escalar
un bioreactor ya existente (para andamios de didmetro 8mm) y con el cual se han obtenido resultados
satisfactorios en la ingenieria del cartilago (utilizando andamios Hyaff11(4cido hialurénico)) y desarrollar
con el nuevo bioreactor escalado un injerto de 50 mm de didmetro.

El estudio presenta en dos partes los resultados obtenidos bajo el objetivo principal de obtener un

cartilago articular de gran tamafio:

(1) Evaluar numéricamente los disefios de bioreactores propuestos. La caracteristica principal del disefio
escalado es que presenta una entrada y una salida de flujo similar a la mayoria de las cdmaras de
bioreactores existentes. Posteriormente y como consecuencia de los resultados obtenidos en este primer
disefio se realiza una nueva propuesta de bioreactor pero esta vez con multiples entradas de fluido. Para
todas las valoraciones de disefio es utilizado el método de Dindmica de Fluido Computacional (CFD).
Como criterio a seguir, se determinaran las magnitudes y perfiles de distribucion de los flujos que cubren

la superficie del andamio (bajo las condiciones de sembrado y cultivo celular). Dentro del método
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aplicado se introduce una nueva variante para homogenizar las propiedades del material utilizado
(Hyaff 11). La formulacion para la viscosidad aparente fue verificada para otro material de permeabilidad
y porosidad conocida.

(2) En la discusion de este capitulo, se incorporan los resultados experimentales in vitro obtenidos en la
Universidad Hospital de Basel, Suiza. Estos resultados dan soporte al hecho de que el bioreactor

seleccionado segun el estudio numérico es factible para la obtencion del cartilago articular.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Hyaff 11

El material utilizado fue el Hyaff 11(figura 3.2) que tiene como principal componente el acido hialuronico
(Fidia Advanced Biopolymers) [87]. Un analisis de porosimetria de mercurio realizado en Micrometrics
Instrument Corporation, permitié obtener el tamafio promedio de poros, 68um, porosidad, @ =92%, y
permeabilidad de la muestra ky,=2.13*1 0"'m’. La permeabilidad es una caracteristica que depende de las
propiedades del fluido, por esa razéon como esta ha sido obtenida para el mercurio (py=13580 kgm?,
Nug=0.00159Pa-s), es necesario recalcularla para el agua (Pro2=1000kgm™, M110,=0.001Pa-s). Por lo tanto,
kno2=1.81%10""" m” seré el valor utilizado para referirnos a la permeabilidad del Hyaff11. Enla Ec 3.1, K,

es una constante denominada conductividad hidraulica o permeabilidad de Darcy.

200 pm

Fig. 3.2 Hyaff 11 a) fotografia de la apariencia del material, textura suave y esponjosa (espesor 3mm). b) Imagen de
microscopia electronica (SEM) Malla de fibras de 4cido hialurénico que conforman la microestructura tipo red de
material (escala: 200um)
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3.2.2 Modelos de CFD para los disefios de bioreactores

El disefio a escalar fue propuesto por Wendt et al. [50] (figura 3.3a), este disefio es utilizado normalmente
en andamios de 8mm de diametro y 4mm de espesor; la caracteristica critica de este disefio es que
presenta puertos coaxiales en la entrada y salida del flujo. Los diametros de los tubos de conexion en los
extremos son de diametro d-=6mm. Al cambiar la zona del andamio a d,=50mm, la relacion de forma
d,/dr cambia de 8/6=1.3 a 50/6=8.3. Este cambio de seccion es un factor importante para el control de los
perfiles de velocidad. A partir de los resultados numéricos que se obtuvieron con el disefio descrito
anteriormente, se consider6 una segunda variante de disefio, esta vez un bioreactor con multiples entradas
y salidas (n=4). Este tipo de camara de perfusion no es habitual.

Para las simulaciones de la geometria del disefio coaxial (disefio escalado), se desarrollo un modelo
axisimétrico (total de 1,412 elementos cuadrilateros) (figura. 3.3b). Para la segunda propuesta (multiples
entradas) fue necesario un modelo 3D (total de 129,888 elementos hexaédricos) (figura 3.3c). Los
calculos fueron realizados y procesados mediante Ansys Fluent.

Se simulan condiciones de estado estable para un fluido laminar y newtoniano. Las paredes de la camara
del bioreactor fueron asumidas como impermeables y rigidas y con condiciones de no deslizamiento
(u=0mm/s). Para la salida del fluido se aplic6 una presion igual a cero para simular la salida libre del flujo
en los bioreactores. En la entrada se aplicaron velocidades en dependencia de la fase de cultivo a simular
(sembrado celular o cultivo celular). Para los ensayos de sembrado celular, el flujo fue de 30 mL/min, lo
que corresponde con una velocidad en la entrada de 18 mm/s y para el caso del cultivo celular el flujo fue
de 12 ml/min, por lo que la velocidad aplicada en la entrada fue de 7 mm/s. En ambas fases de cultivo
estos valores de velocidad se dividieron por la cantidad de boquillas de entradas a la camara del
bioreactor. Los sistemas fueron simulados asumiendo dos fases principales. Por una parte la fase del
medio del cultivo (densidad, p=1000 kgm™; viscosidad, n=0.001 Pa-s), que es una fase continua y por
otra parte la porcion porosa o andamio es representada con un continuo pero donde se utilizé una
viscosidad aparente (ns) para la simulacion de la resistencia que opone la estructura porosa al paso del
fluido.
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Fig 3.3. Disefios de Bioreactores a) Disefio original de Wendt et al. [50], (d=8mm), utilizado para el escalado. b)
Disefio ya escalado para un d=50mm, manteniendo la coaxialidad de la entrada y la salida. Se representa el modelo
axisimétrico y la malla de cuadrilateros. ¢) Disefio multiples entradas (n=4), modelo tri-dimensional y
representacion de la malla hexaédrica sobre la zona que representa el andamio (d=50mm, s=3mm).

3.2.3 Ecuacion de viscosidad aparente

Para obtener la ecuacion de la viscosidad aparente es necesario describir brevemente las dos principales
leyes que se tienen en cuenta. La primera es la Ley de Darcy (Ec. 3.2) (ver esquema (1) tabla 3.2);
utilizado para la descripcion del flujo de un fluido a través de un material poroso. El flujo total, Op es
igual al producto del radio del poroso, la permeabilidad intrinseca del material, & (m?), el 4rea efectiva de
la seccion transversal al flujo, que corresponde al area total, 4, multiplicada por la porosidad, @, y la
diferencia de presiones (p,-p;) entre dos puntos (a, b); todo esto dividido por la longitud entre los puntos
de presiones y la viscosidad del fluido ng. Es necesario para indicar que el flujo se mueve desde presiones
altas hacia presiones bajas. En el caso representado en la tabla 3.2, caso (1), la presion p,>p,, y por tanto
el flujo seré positivo en la direccion positiva del eje del tubo. El segundo principio utilizado fue el de la
Ley de Poiseuille (Ec.3.3), que permite determinar la magnitud de un flujo laminar estacionario Op de un
liquido incompresible y uniformemente viscoso (fluido newtoniano), que pasa a través de un tubo
cilindrico de seccion circular constante 4 (ver esquema (2) de tabla 3.2). Ademas este flujo dependera del
cuadrado del radio del cilindro, 7, y de igual manera depende de la diferencia de presiones (p,-ps), de la
distancia entre estos puntos (a,b) y de la viscosidad del fluido, #s, que sera la que imitara la resistencia

que opone el material poroso.


http://es.wikipedia.org/wiki/Flujo_laminar
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Flujo_estacionario&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Fluido_incompresible
http://es.wikipedia.org/wiki/Fluido_newtoniano
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La viscosidad fisicamente representa la oposicion de un fluido a las deformaciones tangenciales, siempre
que el liquido este en movimiento. Igualando los flujos Op, (Darcy) y Op (Poiseuille), se puede hallar una
equivalencia entre la resistencia que opone el andamio y la resistencia que opone un fluido viscoso, todo

esto a través de una ecuacion para determinar la viscosidad aparente, 75, resultando en:

NMs =2~ (3.4)

Tabla 3.2 Ecuaciones y esquemas de los principios fisicos utilizados para hallar la ecuacion de la viscosidad

aparente 7.
Ley de Darcy. -Ec. (3.2)- (2)
r(. —
QD =k (pa pb) Ad) ;‘
Lng o
v
Ley de Poiseuille. —Ec. (3.3)-
Tz(pa —p b)
—_ e Tbla A
QD 8LnS Q=
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3.2.3.1 Verificacion de la ecuacion viscosidad aparente

Un analisis simple de la validez de la ecuacion fue realizado para un andamio de permeabilidad conocida.
Partiendo de los resultados obtenidos por Charles-Harris et al.[88] en andamios de PLA-G5 (figura 3.4a),
se simuld la geometria del andamio mediante CFD, (didmetro=6mm; longitud=12mm), usando elementos
hexaédricos (figura 3.4). Los datos de porosidad ®=95%y permeabilidad k=8.1*10"'m’ reportados,
fueron medidos por Charles-Harris et al. [88], mediante el uso de un permeametro donde se hizo fluir
H>0 (p1120=1000 kgm™, #120=0.001 Pa-s), a una velocidad de v=1mm/s.

Seglin la ecuacion de viscosidad aparente, estas propiedades del material poroso pueden ser sustituidas
con un valor de viscosidad de 14.61Pa-s. Para la verificacion del método se comparan las diferencias de
presiones calculadas por Charles-Harris et al. [88], mediante el uso de la ecuacion de Darcy y las
diferencias de presiones calculadas mediante el modelo de CFD creado con la nueva formulacion.

o (0. 003%- 0. 001
Ns = =

= = 14. 61P
8¢k 8-8 1- 190 95 as
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Fig 3.4 Andamios PLA-GS5 utilizados para la verificacion. a) Fotografia de Andamio. b) Modelo de CFD del
andamio, se muestran las dimensiones del cilindro (diametro=6mm, longitud=12mm).

3.2.4 Experimentacion in vitro realizada por la Universidad de Basel

En este epigrafe se daran algunos detalles de la instalacion donde se realizo la experimentacion in vitro
(Universidad de Basel), debido a que se hace referencia a estos resultados en la discusion del capitulo.
Ambos disefios iniciales fueron propuestos por Applikon Biotecnology, empresa que se dedica a la
fabricacion de equipos de bioprocesos. Después de la seleccion del mejor disefio, la camara del bioreactor
fue finalmente fabricada de acero inoxidable AISI 316L electro pulido (Applikon Biotechnology BV,
Holanda) (figura 3.5a). En el esquema de la figura 3.5b se muestra el andamio (1) fijado por los contornos
mediante unos anillos de teflon (2) de Imm de ancho a partir de la periferia del andamio y un espesor de 3
mm. El andamio es ubicado entre dos mallas metalicas rigidas (3) de forma intercalada para proporcionar
mayor soporte y estabilidad mecanica y prevenir que el andamio no sea arrastrado por las fuerzas
hidrodinamicas (figura. 3.5b). Finalmente el ensamble es cerrado entre la parte superior (4) e inferior (5)

de la camara del bioreactor.

Fig 3.5 (a) Cémara del bioreactor de perfusion fabricado por Applikon Biotechnology BV, Holanda. (b) (1)
Andamio de Hyaff-11 de (50 mm didmetro y 3 mm de espesor) (2) Anillos de teflon para el ajuste en la periferia del
andamio (3) Malla de acero inoxidable que provee de soporte mecanico a el andamio durante el sembrado y el
cultivo, (4) pieza superior y (5) pieza inferior de la camara del bioreactor.
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Fig 3.6 El sistema del bioreactor fue disefiado para la perfusion inicial de las células en suspension (ciclo de
sembrado) y posteriormente el cultivo de perfusion [50], [51].

La camara fue integrada al sistema del bioreactor como se muestra en la figura 3.6, donde ademas se
incluyen las trayectorias del fluido para las fases de sembrado y cultivo celular. En el sembrado celular
aproximadamente 2.0E+08 Condrocitos Articulares Humanos (HAC) fueron suspendidos en 90 mL de
medio de cultivo. Se sembraron las células bajo perfusion a razéon de 30 ml/min durante 16 h.
Posteriormente en otra muestra ya sembrada se realizo el cultivo de perfusion en el bioreactor a razén de
12 ml/min durante un periodo de dos semanas para la generacion del injerto cartilaginoso. En paralelo y a
modo de control del cambio de disefio de bioreactor se han evaluado dos andamios a escala de

investigacion utilizando el sistema de bioreactor desarrollado previamente [50].

3.3 Resultados

3.3.1 Verificacion de la ecuacion de viscosidad aparente

Para la verificacion de la formulacion de viscosidad aparente (Ec. 3.3), se calculd la diferencia de presion
que se obtiene mediante la Ley de Darcy, durante la filtracion de agua a una velocidad de 1mm/s para el

andamio de PLA-G5[88].

Qp: L ve7p- L 0.001-0.001- 0. 0012
Ap = Dk‘A =— =" - 148Pa (3.5)

Simulando el andamio para la viscosidad aparente (ns=14.61 Pa-s), del material PLA-G5 son mostrados
la figura 3.7. La distribucion de las velocidades en el interior del andamio es como se muestra en la figura
3.7b, se muestran valores maximos de velocidad de 1.92mm/s. La diferencia de presion calculada
mediante la simulacion es de aproximadamente 150Pa, como es representado graficamente en la figura

3.8 (puntos dentro del recuadro verde).
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Fig 3.7. Simulacion de CFD para andamio de PLA_GS, utilizando viscosidad aparente n=14.61 Pa-s,
correspondiente a las propiedades morfologicas del material. (a) mapa de colores que representa la distribucion de
presiones en el andamio, ademas se muestra la misma distribucion en el interior a través de un plano que pasa por el
centro del andamio. (b) Magnitud de las velocidades, representadas a través de esferas en el plano central del
andamio.

En la figura 3.8 se puede observar como el fluido se desarrolla a partir de los 1.2mm de altura y llega a
mantener un comportamiento totalmente uniforme para la velocidad a partir de los 4mm de altura. El
valor de presion calculado por la simulacion es equivalente al calculado analiticamente (Ec.3.5), por lo
que la ecuacién de viscosidad aparente es aplicable al estudio de los bioreactores, permitiendo

homogenizar y simplificar el comportamiento del fluido en el interior de un material poroso.
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Fig 3.8. Presiones y velocidades distribuidas en la altura del andamio. Se muestra como el fluido se desarrolla a
partir de una altura de 1.2mm aproximadamente.
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3.3.2 Modelos de CFD para los disefios de bioreactores

Después de haber verificado la validez fisica de la ecuacion, aplicamos la viscosidad aparente que simule
el comportamiento del Hyaffll y asi realizar el estudio correspondiente de los disefios de los
bioreactores. Se calcul6 la viscosidad aparente (ns=469 Pa.s) con la cual se simularon los andamios de

diametro, d=50 mm y espesor e=3mm.

r2ns (0. 0252 0. 001
= = 469Pa.
8pk 8- 1.81- 10 - 0. 92 @ s

Ns

Mediante los analisis de CFD, las magnitudes y perfiles de las velocidades del fluido para el sembrado y
el cultivo celular son calculados y representados mediante mapas de colores como se muestran en la
figuras 3.9 y 3.10. Las simulaciones preven que para el disefio inicial (puertos coaxiales) las
distribuciones del flujo no serd homogénea (figuras 3.9a y 3.10a). En las condiciones de la fase de
sembrado celular se muestran valores maximos de velocidad de 31mm/s y para la fase de cultivo valores
maximos de 12.6mm/s. En la entrada del andamio segin el mapa de colores se crea la magnitud de la
velocidad que va desde valores muy altos en el centro y que va disminuyendo hacia la periferia del
andamio. Este comportamiento se muestra bajo ambas condiciones (figuras 3.9a y 3.10a). El nimero de
Reynolds maximo calculado esta alrededor de 30, por lo que nos encontramos en un régimen laminar para
la zona del continuo (medio de cultivo). Para la zona del andamio, donde la viscosidad es elevada el valor
de Reynolds maximo es de =6 en el centro del andamio que corresponde con un régimen entre laminar-
turbulento (7-10) dentro de un material poroso (régimen de Darcy).

Por otro lado, se observa como mediante la camara de bioreactor de cuatro puertos se obtiene una
distribucion del fluido mas uniforme para ambas condiciones experimentales (figuras 3.9b y 3.10b). Los
valores maximos calculados son de 8.8 mm/s para la condiciéon de sembrado y de 3.5 mm/s para la
condicion de cultivo. Se calcula el numero de Re (max.)=4, por lo cual el régimen es laminar bajo las

condiciones de sembrado celular; y en la zona del andamio el Re=0.5 (laminar en régimen de Darcy).
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Fig 3.9. Flujo de fluido para ambos bioreactores bajo las condiciones de sembrado celular (Q=30mL/min). a) el
disefio de una entrada. b) bioreactor de multiples entradas.
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Fig 3.10. Distribucion del flujo de fluido para ambos bioreactores bajo las condiciones de cultivo (Q=12mL/min). a)
disefio de una entrada. b) bioreactor de multiples entradas.
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Se grafica la distribucion de la magnitud de la velocidad en la direccion radial (25 mm) para todos los
nodos del andamio (figuras 3.11 y 3.12). Se observa como para ambos bioreactores las distribuciones de
las velocidades tienden a decrecer hacia la periferia del andamio. No obstante bajo ambas condiciones el
bioreactor de cuatro entradas muestra una distribucion mas homogénea de las magnitudes de velocidad
que la obtenida para el bioreactor escalado (una entrada).
Durante el sembrado celular se muestra un pico de 7mm/s en el centro del andamio, que podria provocar
que las células no puedan adherirse, mueran, o por el contrario que la mayor cantidad de células tiendan a
moverse por donde existe mayor flujo. De cualquier manera la distribucion de las células no se garantiza
uniforme en este bioreactor. Al disminuir la velocidad para realizar el cultivo celular en este mismo
disefio, se observa como existe una tendencia a acercarse las magnitudes de las velocidades del centro y la
periferia. Esto es debido a que el flujo tiene mas tiempo a distribuirse laminarmente, no obstante se
muestra también el pico en el centro y se hacen mucho mas visibles las alteraciones de flujo de fluido que
ocurren en los 7.5mm aproximadamente.
Estas son las razones por las cuales hemos seleccionado el bioreactor de multiples entradas para la
creacion in vitro de un cartilago articular de gran tamafio. Este segundo bioreactor al tener una
distribucién mas homogénea del fluido distribuird de manera mas uniforme las células en el sembrado, los
nutrientes y oxigeno durante el cultivo. Ademas como se observd en la figura 3.11, los valores de
velocidad sobre el andamio (méaximos valores) estan entre Imm/s y 1.5mm/s en 15mm del radio del

andamio.
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Fig 3.11. Distribucion de velocidades en los todos los nodos del andamio usando el bioreactor escalado y el disefio
multiples entradas durante la fase de sembrado.
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Fig 3.12. Distribucion de velocidades en los todos los nodos del andamio usando el bioreactor escalado y el disefio
multiples entrada durante la fase de cultivo.

3.4 Discusion

Un sistema inmune artificial como lo constituyen los bioreactores, son sumamente complejos y se
necesita entender los aspectos biologicos, bioquimicos e ingenieriles, ya que estos mejoraran
significativamente las propiedades del tejido que se construira [89]. En este capitulo se ha seleccionado
un bioreactor teniendo en cuenta la uniformidad del flujo de fluido que este crea en el andamio. El
aspecto ingenieril del disefio del bioreactor se ha vinculado a la distribucion de las células y a las
magnitudes y distribucion del fluido en los andamios. Como se ha observado el bioreactor de cuatro
puertos de entradas y salidas, suaviza y homogeniza el flujo donde estan las células para ser sembradas y
donde estan los nutrientes, oxigeno y estimulos que llegan a las células después de ser cultivadas. Una
parte importante de los modelos para llegar a esta seleccion lo constituyo el desarrollo de una formulacion
para la simulacion del material poroso dentro del andlisis de CFD. La ecuacion de un fluido de alta
viscosidad, depende de parametros como las dimensiones del andamio, las propiedades del liquido que se
hace filtrar, asi como la porosidad y la permeabilidad del andamio. Esta formulacién ha sido verificada
con ensayos experimentales segin el analisis que se ha realizado en este estudio. Otro ejemplo de esta
ecuacion lo podemos encontrar en el estudio de Sandino y Lacroix (2010)[65]. Aunque no se aplica
exactamente la ecuacion de Poiseuille y se aplica la ecuacion de Newton y de igual manera se igualan los
flujos y se obtiene una ecuacion similar. En este caso la formulacion fue aplicada para la simulacion de
las propiedades de los tejidos biologicos, las cuales van cambiando durante la diferenciacion de las

células dentro de un andamio de CaP, con una geometria irregular. En nuestra opinién las diferencias
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encontradas por Sandino y Lacroix al aplicar diferentes condiciones de contornos estdn en que hay que
tener en cuenta el volumen de cada elemento para calcular una viscosidad que es necesaria para
representar ese tejido en ese volumen. De esta manera volver a sefalar que la viscosidad aparente
depende del cuadrado de las dimensiones a simular, por lo que este parametro es sumamente importante.
A pesar de las ventajas que nos puede proporcionar esta formulacion, ya que nos permite la simplificacion
de la estructura del andamio, homogeneizandola y asumiéndola como si estuviera totalmente saturada,
fisicamente tiene sus limitaciones. Los valores de las presiones y velocidades en la entrada y la salida del
andamio fueron los verificados, pero los valores en el interior de los poros son promediados. Pero es
necesario tener en cuenta la morfologia del poro de los andamios y sobre todo la tortuosidad y tamafio de
sus poros. La tridimensionalidad de los andamios hace que se creen a nivel de los poros perfiles de
velocidades que seran los que estaran actuando realmente sobre las células que estan adheridas. La matriz
celular en general es un aspecto importante para la comunicacién con las células, es necesario tener en
cuenta las propiedades mecénicas y como las células interpretan la bioquimica del ambiente que la rodea.
No obstante, las magnitudes hidrodindmicas de entrada y salida pueden ser un eslabéon importante entre
los analisis a nivel de bioreactores y los andlisis a nivel de las microestructuras del andamio.

El sembrado celular de los andamios es un aspecto importante para establecer un cultivo 3D en un
andamio macro poroso. Una alta densidad de células en el sembrado, pero también una distribucion
homogénea de las células dentro del andamio son fundamentales[90], [91]. Las velocidades maximas
calculadas en el bioreactor escalado es elevada con respecto a las velocidades reportadas para el uso de
bioreactores de perfusion experimentales (escala menor) [51], [92] y reportadas para el sembrado celular.
En este punto también pensamos que juega un papel fundamental el hecho de que las dimensiones del
andamio (50mm) que se estd estudiando es mucho mas grande que los normalmente usados y por lo tanto
es necesario mantener aproximadamente una distribucion constante del flujo, la distribucion se dificulta
para mayores dimensiones. Hutmacher et al [53] plantearon el potencial que presentarian las simulaciones
del flujo de fluido para la caracterizacion 3D de los campos de flujo en los bioreactores y como esto
permitira mejorar las aproximaciones y aumentar la eficiencia de los sistemas de bioreactores, esta
afirmacion se pone de manifiesto en este estudio donde se realizo la seleccidon de un bioreactor capaz de
proporcionar las condiciones adecuadas al andamio. Otros ejemplos de aplicacion del CFD en Ia
caracterizacion del transporte de masa pueden ser encontrados en la literatura[93-95], pero la relacion
resultados numéricos y bioldgicos son obviados o de dificil obtencion.

El estudio presenta un soporte experimental realizado en el bioreactor seleccionado (figura 3.5a) y se
realizan una serie de ensayos bioquimicos, mecanicos y clinicos que pueden ser vistos en mas detalles en
Santoro et al. [52]. De aqui se debe resaltar que el estudio de CFD realizado disminuyo6 el costo total del
estudio permitiendo el ahorro de células, material, la fabricacion del otro bioreactor y tiempos de ensayos.
Primero que todo, se muestra en la figura 3.13 la distribucion homogénea de las células en los andamios

mediante el uso del bioreactor de cuatro entradas, se usa el mismo protocolo experimental que se usa para
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las muestras de experimentacion en el laboratorio [51]. La ausencia de colorante en la periferia del
andamio confirma que la fijacion fue efectiva y concuerda con lo observado en la simulacion CFD donde
las velocidades se acercan a cero en la periferia garantizando la no existencia de fuga de fluido por los
bordes de la muestra.

Después de las dos semanas de cultivo se muestra que macroscopicamente el injerto obtenido presenta
similar apariencia que el tejido a escala de laboratorio a pesar de que es 70 veces mas grande
(figura 3.14a, b). Los injertos obtenidos son consistentes y rigidos, ademas de manejables mediante el uso
de pinzas (figura 3.14c). Se muestra como presentan suficiente flexibilidad (figura 3.14d), lo cual sugiere
el potencial que han de tener a nivel quirurgico para el recubrimiento de un condilo.

Aplicando un periodo corto de cultivo (2 semanas), el injerto de S0mm tiene un 20% del valor de
retencion de la sutura y de un 5-10% del valor del mddulo de un cartilago articular natural. Es de
considerar que incrementando el tiempo de cultivo u optimizando las condiciones de cultivo (suplementos
en el medio; razon de flujo; tension de oxigeno) deberia incrementarse la madurez del injerto. Sin
embargo, un tejido mas desarrollado y con propiedades mecanicas superiores, puede que no sea tan
manejable y moldeable a los contornos de una rodilla, y por lo tanto seria necesario aplicar la ingenieria
de tejido pero en una forma predefinida. En este caso, la estrategia seguida como esquema en este estudio
puede servir para fundamentar el disefio de un bioreactor para el sembrado y el cultivo de injertos con una

forma anatomica definida.

Fig 3.13. Dos secciones de mallas tefiidas con MTT después del sembrado celular. La no presencia de colorante en
periferia del andamio (1mm) indica la efectividad del anillo.(Santoro et al. [52])
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Fig 3.14. Vistas macroscopicas del cartilago articular (realizado por la Universidad de Basel) (a) construccion de
cartilago a escala de laboratorio (6mm de diametro) comparado con (b) construccion a escala grande (S0mm de
diametro) después de dos semanas de cultivo (c) el tejido generado en el bioreactor fue bastante rigido y es
facilmente manejable mediante pinzas y no se flexiona por su mismo peso (d) Sin embargo, el injerto fue bastante
flexible, suficiente para ser flexionado con las pinzas y podria ser moldeado a los contornos de la rodilla humana.
Santoro et al. [52]

Existen antecedentes de que el Hyaff 11 (2cm x 2cm x 0.15cm) provee de mejoras clinicas para los
injertos de cartilago en pacientes jovenes cuando se trata de defectos focales en el cartilago [96]. Mientras
los tamafios de injertos que se necesiten sean pequefios es posible utilizar procesos convencionales
(estaticos y manuales) para el sembrado y cultivo celular, con el estudio presentado se corrobora que la
perfusion mejora la calidad de los injertos de cartilago para volimenes grandes [52]. El estudio ha sido
consecuente con trabajos anteriores que plantean que la perfusion lleva a mayor viabilidad,
homogeneidad y calidad de las construcciones [50][97][51]; pero se ha demostrado que el disefio de la
camara es un factor determinante. La ampliacion del tejido 70 veces (de un volumen de 0.085 cm’ a uno
de 5.9 cm’) llevo a similar calidad, mediante el uso del bioreactor disefiado, mostrando el potencial que
ofrece la perfusion para obtener una mejor penetracion y distribucion de las células. Por otro lado, es
conocido que el oxigeno que se suministra es particularmente critico y que normalmente penetra en una
capa de 100pm-200um, por difusion, de ahi otra importancia de la perfusion [98]. Aunque los resultados
son alentadores con el bioreactor seleccionado pensamos que en trabajos futuros se puede optimizar mas
las condiciones en el bioreactor si se incrementa el niimero de entradas y salidas y si se varia la altura de
la camara, ademas de cambiar el flujo de entrada. Estas variaciones deben disminuir el valor de la

velocidad que llega a la zona del andamio y al mismo tiempo incrementar la posibilidad de que el flujo se
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disperse antes de llegar al andamio. Creemos que la formulacion para simular el andamio es aplicable a
cualquier material y a cualquier condicion de perfusion de las aplicadas hasta el momento, siempre

teniendo en cuenta las limitaciones expuestas anteriormente.

3.5 Conclusiones

En este capitulo se han estudiado dos disefios de bioreactores para la generacion de injertos de cartilago
humano. Las simulaciones mediante CFD fueron empleadas durante la toma de decisiones en cuanto al
disefio del bioreactor adecuado, buscando la generacion de un flujo de fluido mas homogéneo. Hasta el
momento y segun lo reportado en los articulos revisados, se cree que es el primer reporte en ingenieria de
cartilago humano relacionado con la generacion de injertos de gran tamafo. Los estudios mediante
modelos CFD para la seleccion de disefios de bioreactores; disminuyen tiempo y costes. Los valores de
velocidad de entrada (0.1-1.5mm/s) para ambas condiciones son reportados en los modelos numéricos
para el bioreactor seleccionado, se puede decir que estas velocidades han sido efectivas para la generacion
del cartilago que se muestran en los ensayos experimentales. Sin embargo es necesario el estudio de los

efectos que tienen los estimulos en las células en dependencia de la estructura y material del andamio.



Capitulo 4: Influencia de la morfologia de los
andamios y optimizacion de las condiciones de
cultivo en ingenieria de tejido

Resumen Los andamios utilizados en ingenieria de tejido proveen de soporte mecanico de manera
temporal durante la regeneracion del tejido, encargandose ademas de transferir las cargas mecanicas
globales como estimulos mecénicos para las células a través de su arquitectura. En este capitulo se
estudia la interaccion entre diferentes morfologias de poros, estimulos mecanicos y condiciones de
cultivos externas. Disefios de andamios con forma giroide y prisma hexagonal con porosidades de
55% y 70% se analizaron aplicando condiciones de flujo de fluido de perfusion o deformaciones de
compresion axial. Los estimulos mecanicos iniciales fueron vinculados a la respuesta de
diferenciacion celular mediante una teoria de mecano regulacion. Los resultados indican que las
arquitecturas giroide llevan a una mejor accesibilidad del fluido, la cual puede generar una mayor
eficiencia durante el sembrado celular. Ademas, segun la teoria de mecano-regulacion se determind
que el proceso de diferenciacion fue mas sensitivo a la aplicacion de flujos de fluidos, que al empleo
de las deformaciones axiales sobre el andamio.

4.1 Introduccion

Los estimulos mecéanicos afectan los procesos bioldgicos como son la proliferacion y la diferenciacion
celular, jugando de esta manera un rol importante durante la seleccion y el desarrollo de andamios
funcionales para la ingenieria de tejidos. Los andamios tridimensionales (3D) imitan la funcion de la
matriz extracelular y sirven como soporte a las células para que estas se adhieran, proliferen y
diferencien. Experimentalmente se ha demostrado que la distribucion inicial de las células después de la
fase de sembrado esta vinculada con la distribucion final del tejido creado [76], [99]; sugiriendo que a
partir de un sembrado uniforme, se pueden establecer las pautas para la generacion de un tejido uniforme
[50].

Los andamios obtenidos mediante métodos tradicionales de fabricaciéon presentan por lo general una
morfologia de poros irregular. Se ha demostrado que esta irregularidad induce a una distribucion
heterogénea de los estimulos mecanicos y contribuyen a que la distribucion del tejido sea no uniforme
[36], [100]. Mediante novedosas técnicas de fabricacion como pueden ser los métodos de prototipado
rapido, es posible fabricar andamios de morfologias controladas, uniformes y repetibles en 3D [101],
[102].

La seleccion de un disefio 6ptimo de andamio ha sido el objetivo de muchos investigadores en el area de

ingenieria de tejidos [46], [49], [103]. Mediante la combinaciéon de los métodos de fabricacion de

Este capitulo ha sido publicado en parte en: Finite element study of scaffold architecture design and
culture conditions for tissue engineering. Andy L. Olivares, Elia Marsal, Josep A. Planell, Damien Lacroix.
Biomaterials 30 (2009) 6142-6149.
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prototipado rapido y los modelos computacionales se hacen mas viable la posibilidad de validacion y
optimizacién de una estructura para el andamio. En una estructura porosa como suelen ser los andamios,
los principales pardmetros microestructurales que destacan son: el tamafio de poro, la interconectividad de
los poros, la porosidad y la forma del poro [46], [48], [54]. La comprobacion bioldgica-experimental es
complicada para medir los estimulos mecanicos especificos que sienten las células ya adheridas o por
adherirse en el andamio tridimensionalmente. Esta es una de las razones principales por la cual atin no
existe una relacion bien definida entre la arquitectura del andamio, las condiciones mecénicas y la
respuesta biologica.

Los andamios transmiten las sefiales mecanicas desde una escala macroscopica (condiciones in vitro), a
través de toda su estructura hasta llegar a una escala microscopica (célula). La arquitectura del andamio
funciona como simulador de la sintesis del tejido, regulando el fenotipo celular y las propiedades del
tejido formado. En ingenieria de tejido 6seo tradicionalmente se aplican cargas de compresion, traccion o
torsion como estimuladores de la formacion del tejido [45]. Por lo tanto es necesario un control de las
propiedades mecanicas del andamio, las cuales a su vez se ven afectadas por el disefio, distribucion y
tamafio de los poros.

Hollister [47] propuso algunas consideraciones a tener en cuenta para el disefio de andamios regulares.
Primero prever la disponibilidad tecnoldgica para fabricar el disefio de poro propuesto debido a que el
método de prototipado rapido estd directamente relacionado con las propiedades fisico-quimicas del
biomaterial. Después de conocer la disponibilidad y posibilidades de fabricacion entonces se estudian
fundamentalmente la permeabilidad y las propiedades mecanicas del andamio en dependencia de la forma
y la porosidad del andamio[47], para esto se sugiere la aplicacion de modelos tratados en multiescala y
donde se aplica la teoria de la homogenizacion trasladando las propiedades de la microestructura a las
propiedades macroestructurales [48].

Por otro lado, los sistemas de flujo de perfusion usados en cultivos in vitro son utilizados para estimular
las células. Ademas estos sistemas dindmicos ya han demostrado una alta eficiencia y uniformidad en el
sembrado celular [76]. Boschetti et al. [54] han demostraron numéricamente que las distribuciones de las
tensiones cortantes del fluido en la superficie del andamio dependen de la porosidad y del tamafio de poro
del andamio (figura. 4.1). Obtienen valores de tensiones cortantes en las paredes de entre 2 y 5 mPa para
una misma razon de perfusion de 0.5 mL/min. En la figura 4.1 ademas se muestra que existe una relacion
inversa entre los tamafios de poros y porosidad con los estimulos de tension cortante calculas en las

paredes.
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TAMARO DE PORO (um)

(c) ) POROSIDAD DEL ANDAMIO (%)

Fig 4.1. Ejemplo de simulacion en andamios a) Imagen de microscopia electronica de la microestructura del
andamio biodegradable fabricado de acido poli-lactico amorfo (PDLLA), aplicando la técnica de separacion de
particulas (diametro promedio de poro de 200um y porosidad de 89%). b) Unidad basica para el modelo CAD de la
fase solida del andamio simulado. ¢) resultados de las simulaciones de CFD para diferentes tamafios de poros y
porosidad del andamio; se muestra como la magnitud de la tension cortante influenciados por los cambios de
porosidad y por la variacién del tamafio de poro (modificada desde Boschetti et al. 2007[54]).

En la literatura se encuentran rangos bastante amplios de estimulos fluido-dinamicos (tabla 4.1) que son
asociados a diferentes actividades celulares. Nuestra hipotesis es que estas discrepancias pueden estar
relacionadas fundamentalmente con el uso de diferentes arquitecturas, dimensiones, biomateriales y
condiciones (razon de flujo, frecuencia, tipos de bioreactores, etc). Ademas, se ha demostrado que a nivel
local las interacciones células—biomaterial se ven afectadas por la rugosidad y las propiedades quimicas
de la superficie del biomaterial [104]. Las condiciones del transporte de nutrientes y oxigeno [105] asi
como el transporte de las mismas células en la fase de sembrado [106] también deben ser controlados

durante los experimentos in vitro para garantizar la vida de las células.

Tabla 4.1. Algunos rangos de tensiones cortantes del fluido reportadas en la literatura

Magnitud de la tensién Fendémeno Células Referencia
cortante(Pa)
0.6-2.4 Proliferacion osteoblastica osteoblastos Reich et al.[108]
0.8-3 Rango fisiologico osteocitos Cowin [109]
0.2-6 Rango in vitro osteocitos Klein-Nulend et al.[19]
5%107 Proliferacion osteoblastica
2 osteoblastos Porter et al.[110]
5.7*%10 Muerte celular
Incremento de la deposicion de calcio en el Células del
2%1072-3%107 paso de 0.03 Pa a 0.02 Pa, cuando la estroma de un Gomes et al.[111]
porosidad cambia de 75% a 50%. hueso de raton
Bajo una razon de flujo constante, se
0.5%102-1.5%107  incrementa la mineralizacion y se acelera la BMSCs Lietal[112]

diferenciacion osteoblastica de las BMSCs.
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Las teorias de mecano-regulacion relacionan fendmenos celulares a través de los estimulos mecanicos.
Fundamentalmente estos algoritmos han sido incorporados en los modelos computacionales para simular
las interfases con implantes [55], curacion de fracturas[63] y la distraccion 6sea [79]. Recientemente han
comenzado a ser aplicadas en ingenieria de tejidos incluyendo fenomenos de diferenciacion, proliferacion
y migracion de las células, ademas de incluir predicciones angiogénicas [39], [68], [69], [71]. Un ejemplo
que ilustra la aplicacion de estos algoritmos en ingenieria de tejidos fue el propuesto por Byrne et al. [68]
donde se estudid la diferenciacion celular y la regeneracion de hueso en andamios regulares (prisma
cubico) bajo diferentes condiciones de carga, de esta manera se proponen algunos valores como: un
modulo de Young de 1200MPa, porosidad de 70%, y carga de 1MPa mediante los cuales se obtienen los
maximos porcentajes de hueso formado.

El objetivo del estudio presentado en este capitulo es evaluar computacionalmente la influencia de la
morfologia de diferentes andamios en el desarrollo de tejidos in vitro. Se asume que se utilizan células
mensenquimales, capaces entonces de diferenciarse en diferentes fenotipos (condrogénicos, osteogénicos
o fibrogénicos. Se asume que estas células estdn adheridas en toda la superficie del andamio. De esta
manera se vinculan directamente las variaciones de los disefios de los poros con la capacidad de generar
diferentes tipos de tejidos a través de los andamios. Los perfiles de flujo de fluido son relacionados a la
fase inicial de sembrado suponiendo que se emplee un sistema de perfusion. Los disefios analizados
fueron seleccionados de acuerdo con la literatura [34], [113], basados principalmente por la
disponibilidad y repetitividad que es posible lograr durante su fabricacion. En ambos casos son posibles
de fabricar mediante estereolitografia (figura 4.2), mediante la maquina de Envisiontec Perfactory que se
encuentra en la Universidad de Twente, Holanda (colaboradores). Para la simulacién también se utiliza
las propiedades de un biomaterial aprobado por la Food & Drug Administration (FDA). Las propiedades
mecénicas de los andamios porosos fueron estudiadas numéricamente bajo condiciones de compresion
axial y ademas los estimulos asociados a la fase solida fueron acoplados con los obtenidos en la fase
fluido mediante un modelo de mecano regulacion [55] modificado. La hipotesis es que el disefio de la
micro morfologia del material puede influir en los estimulos que perciben las células y en la posible
respuesta de estds tanto en los cambios relacionados con el sembrado celular, como con el proceso de

diferenciacion que tienen lugar en el cultivo.
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Fig 4.2. Disponibilidad de fabricacion de los disefios estudiados en este capitulo. a) Estructura de prisma hexagonal
fabricada de trimetilpropano tetraacrilato mediante estereolitografia en la maquina Envisiontec’s Perfactory® SLA
[113]. b) Estructura giroide de PDLLA fabricada por estereolitografia en la maquina Envisiontec Perfactory Mini
Multilens SLA[34].

4.2. Materiales y Métodos

4.2.1 Disefios de andamios porosos

Con el fin de analizar la influencia de los disefios de poros se estudiaron los elementos representativos de

volumen de cada arquitectura.

Prisma hexagonal

Chua et al. propusieron algunas morfologias de andamios regulares para aplicaciones en ingenieria de
tejidos [101], [114]. Ellos estudiaron diferentes formas poliédricas y vincularon el disefio de la unidad
base con la viabilidad del método de fabricacion. A raiz de las selecciones realizadas por los autores se

decidio para esta investigacion utilizar como unidad base el prisma hexagonal (figura 4.3).

VOLUMEN ANALIZADO

0.8k

a8

BASE ELEMENTO
REPRESENTATIVO

Fig 4.3. CAD del prisma hexagonal. Multiplicacion de la unidad BASE del andamio hasta obtener las posibles
dimensiones del andamio (8mm de diametro y 4 mm de altura) para ser utilizada por ejemplo en un bioreactor de
perfusion [50]. El elemento representativo de volumen (ERV) tiene unas dimensiones de 0.8x0.8x0.8mm’.
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Las razones son que la estructura hexagonal permite: 1) la posibilidad de ser facilmente repetible en 3D y
presenta una buena integridad mecanica, 2) la posibilidad de reproduccion mediante RP, estereolitografia
(figura 4.2a) y 3) debido a que tiene superficies planas y perpendiculares similares a la mayoria de las
estructuras que se fabrican mediante deposicion de material [115], [116]. Se estudian dos posiciones del
elemento representativo de volumen (ERV) por separado, una es de manera longitudinal (L) y la otra es
transversal (T) (ver figura 4.3), debido a que el posicionamiento del andamio en el defecto puede ser

importante al implantar este tipo de estructuras ortotropicas.

Giroide

Este disefio ha sido propuesto y fabricado por Gabbrielli et al.[42] y Melchels et al.[117] para
aplicaciones de ingenieria de tejidos. Este disefio lleva a una mayor suavidad en los contornos descritos
por sus superficies. De igual forma es facilmente reproducible mediante estereolitografia. Para la
obtencion de estos modelos CAD se ha acudido a la utilizacion de ecuaciones triples periddicas [118],
[119] que definen las superficies mediante funciones trigonométricas implicitas (ver Ecs 4.1). Se utiliz6 el
programa K3DSurf v0.6.2 (http://k3dsurf.sourceforge.net) para la generacion de las superficies de giroide
(figura 4.4a).

GYR70: cos)ser(y) +cos(y)sen(z) +cos(z) ser(x) = 0. 69
GYR55: cos)sen(y) +cos(y)sen(z) +cos(z) ser(x) = 0. 15} 41
RG: cobx)sen(y) +cos(y)sern(z) +cos(z) ser(x) @ 1)

+0. 001502 +y 2)= 0. 90 )

Siguiendo las funciones trigonométricas planteadas en las ecuaciones 4.1se delimitaron las superficies
interiores de los andamios giroide. El valor de 0.60 corresponde a una porosidad de aproximadamente
70% vy el de 0.15 a una porosidad de 55%. Esta metodologia de disefio presenta la ventaja de obtener
gradientes de tamafos de poros, similares a la transicion existente en los tejidos naturales. Para los
andamios con gradientes se tiene un valor de salida de 0.90 que correspondera con valores en las
coordenada (x,y)=(0,0) y que equivale a una porosidad de 80% en el centro de la estructura. Mediante un
desplazamiento incremental de x2 +y 2 se disminuye la porosidad cuadraticamente en el radio del
andamio hasta obtener un 30% de porosidad en la periferia del poroso. La porosidad global de la
estructura (RG) es del 55%. Se estudio un gradiente en la direccion longitudinal mediante una ecuacion
similar pero donde los poros estarian mas abiertos en la parte superior (80%) y en una altura de 4mm

hasta 30% de porosidad en la parte inferior, la porosidad global es de =70%.
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a) b)

Fig 4.4 Construccion CAD de la forma giroide (55% de porosidad) mediante ecuaciones de superficie. a) Se obtiene
la superficie mediante el programa K3DSurf v0.6.2. b) Se procede al cerrado de la malla se superficie del tamafio y
la forma deseada para el modelo. En este caso se analizan (c) ERV (0.8x0.8x0.8mm’) (d) andamio.

4.2.2 Propiedades de las fases sélidas y fluidas

Dos diferentes fases, fluida y solida, fueron analizadas, representando el material del andamio y el
volumen del poro. Los elementos representativos de volumen (ERV) para cada andamio fueron
seleccionados de acuerdo con la distribucion de los poros (figura 4.5). Las mallas triangulares fueron
cerradas y remalladas a través del modulo MIMIC Remesh (Materialise). El mallado volumétrico (sélido
y fluido) fue generado usando el programa Patran (MSC. Software), partiendo de una superficie comin se
controld la conexion de los nodos de los tetraedros para las dos fases. Los valores de porosidad (D) se
calcularon mediante la relacion entre el volumen del fluido y el volumen total del material poroso (tabla
4.2). Se incluye en esta tabla 4.2 los nimeros de elementos de cada fase y por ultimo el valor de la
superficie especifica, importante para valorar la cantidad de espacio libre disponible para que las células

se adhieran.

Tabla 4.2: Numero de elementos tetraédricos de la malla. Porosidad y superficie especifica

Andamios # elementos # elementos Porosidad S/V of ERV

malla del solido malla en poros (%) (mm?*/mm”)
HEX55 L 17,278 31,611 55 54
HEX70 L 28,289 214,990 70 45
HEX55 T 17,278 31,611 55 54
HEX70 T 28,289 214,990 70 45
GYR 55 297,760 442,076 55 48
GYR 70 128,543 732,628 70 44
GYR LG 189,404 451,013 70 28

GYR RG 1,041,043 1,914,647 55 34
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Fig 4.5. Malla de los elementos representativos de volumen (ERV) de cada una de las morfologias analizadas. a)
Prisma hexagonal, con porosidad 55% (HEXS55 L), se utilizara L o T para diferenciar entre posiciones longitudinal
y transversal; b) Prisma hexagonal, con porosidad 70% (HEX70 L); ¢) Giroide, con porosidad 55% (GYR 55) d)
Giroide, con porosidad 70% (GYR _70) e) Giroide, con gradiente de porosidad longitudinal (GYR_LG) f) Giroide,
con gradiente de porosidad radial (GYR_RG).

La fase solida (andamio) fue simulada con un acido poli (D, L-lactico) (PDLLA) de propiedades lineal
elasticas con un modulo de Young de 3.3 GPa [117] y un coeficiente de Poisson de 0.3 (ver descripcion
de ecuaciones de linear elastico anexo A). Se aplicé una deformacion axial constante, para distintos
niveles de magnitud: 0.5%, 1%, 2.5% y 5%, simulando asi una compresiéon no confinada como se muestra
en la representacion que se ha hecho para el modelo giroide LG (figura 4.6a). Se calcularon los valores de
fuerza de reaccion, tensiones y deformaciones usando Marc Mentat 2007r1 (MSC Software). La
distribucion de las deformaciones fue calculada para los nodos de las superficies. El modulo de Young
efectivo, Ej, para cada disefio de andamio poroso fue obtenido segun la Ec.4.2 [38]; donde R es la fuerza

de reaccion; A4 es el area de la seccion transversal del andamio y & = (Al/1) es la deformacion axial.

E, =(R/A)/Al/]) (4.2)
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La fase fluida fue representada con el medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) a
37°C (viscosidad de n=1.45%10" Pa-s, densidad de p=1000 kg/m®) [120] (ver descripcion de ecuaciones
de fluido newtoniano anexo ). El programa que se utilizo fue Fluent (Ansys). Una velocidad de entrada
constante se aplico en la fase fluida y se calculd bajo diferentes niveles de magnitud: 0.01, 0.1, 0.5, y 1
mmy/s. En la salida del fluido se asumid una presion igual a cero y se simul6 un flujo estacionario dentro
del andamio (figura 4.6b). En las superficies del andamio y en las paredes exteriores a cada volumen se
aplicaron condiciones no deslizantes correspondiendo con zonas que son suficientemente rigidas e
impermeable. Se calcularon las velocidades del fluido, la presion del fluido y las tensiones cortantes del
fluido. El valor de permeabilidad & fue calculado mediante la ecuacion (Ec. 4.3), propuesta por Wang y
Tarbell y utilizada para estudios macroscopicos de permeabilidad en estructuras regulares; en esta
ecuacion v es la velocidad del fluido en la entrada del andamio, # es la viscosidad del fluido y 7 es el valor

de la tension cortante las paredes del andamio [121].

2
K = ("—VJ 43)

T

0 velocidad
presion

- OPa

0 fluido

El B andamio

Fig 4.6: Condiciones de contornos para la simulacién en los andamios, la representacion se muestra en el andamio
GYR _LG. a) Carga axial (compresion) b) Flujo de fluido.
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4.2.3 Superficies de diferenciacion celular

La teoria de mecano-regulacion propuesta por Prendergast et al.[55] fue modificada para incluir las
tensiones cortantes del fluido FSS desde la fase fluida, ademas de la deformacidn cortante octaédrica SS
(Ec. 4.4) desde la fase solida. La determinacion de FSS se realizdo empleando la ecuacion 4.5, donde

(dv /dx) es el gradiente de la velocidad en la direccion longitudinal y describe la cortante que perciben
las células. Esta variacion en el modelo de mecano- regulacion es descrita por Sandino y Lacroix [65], y

donde se explican las razones por la cual seleccionan el nivel maximo de 60mPa, los cuales son asociados

con la muerte de la célula.

2
s =T\es-e) + (e - e + (e -0 )

4.4
FSS =n v
dx (4.5)
SS  FSS
S =—+ —— ,dondea=3.75%yb=10 mPa (4.6)

El estimulo S fue calculado en la pared del andamio usando la ecuacién 4.6. Dependiendo del valor de S,
diferentes fenotipos para las células pueden ser predichos para cada elemento segliin el diagrama de la
figura 4.7. Donde para S>6 el estimulo sera alto para inducir la diferenciacion, asocidndolo con el
fenébmeno de apoptosis [65], [110]; si 6>5>3, entonces ocurre la diferenciacion en tejido fibroso; si
3>5>1, entonces ocurre la diferenciacion en tejido cartilaginoso; si 1>S$>10?, entonces ocurre la
diferenciacion 6sea y si es menor a 107 el estimulo es demasiado bajo para inducir a la diferenciacion.
Para el analisis del efecto y sensibilidad al cambio de la condicion de cargas, se utilizaron diferentes
niveles de magnitudes de velocidad de entrada del fluido y de deformaciones axiales en el solido (figura
4.7). Los resultados mas relevantes son analizados para los porcentajes de area superficial asociadas a los

fenémenos de diferenciacion de hueso y cartilago.
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Fig 4.7. Esquema de analisis de los estimulos mecénicos en cada arquitectura. Se muestran los niveles de magnitud
aplicados como condiciones de contornos en el modelo (&, la deformacion en la fase solida y v, velocidad en la fase
fluida). Se muestra la modificacion del diagrama de mecano-regulacion propuesto por Prendergast et al 1997[55]y
que es detallado por Sandino et al 2010 [65]. Y finalmente los resultados mas relevantes analizados que son la
diferenciacion en hueso o cartilago.

4.3 Resultados

4.3.1 Resistencia mecanica de los andamios

La respuesta a compresion de los andamios se ha evaluado mediante el modulo de Young efectivo (E)).
Evidentemente y como se muestra en la tabla 4.3, un incremento de la porosidad produce una
disminucién de E. Se ha podido constatar que la orientacién de los andamios (prismas hexagonales)
disminuye notablemente (=60%) el valor de la rigidez, si se cambia de una posicion longitudinal (L) a una
transversal (T). El maximo valor de E;; de todas las arquitecturas es en el andamio HEX55 L (1514 MPa).
Se muestra como los valores de E; (HEX L) son mayores que los E;(GYR), lo que demuestra que un
cambio de disefio afecta directamente la rigidez de la estructura. Sin embargo, los valores de Er (GYR)
llegan a ser superiores a los £ (HEX T).

La estructura GYR LG que presenta una porosidad igual a 70 % result6é tener un moédulo de Young
efectivo de 181MPa que es 35% menor que el andamio GYR 70 (290MPa); de donde se deduce que la
distribucion con gradiente en la direccion de la aplicacion de la carga ha debilitado la estructura. La
muestra con gradiente en la direccion radial GYR_RG present6 un valor de E;(/011MPa) similar que para

su homologo (®=55%) la estructura GYR_55 (1008MPa).



61 Morfologia de los andamios y Condiciones de Cultivo

Tabla.4.3 Propiedades calculadas para las estructuras de los andamios. (Para
v=lmm/s; £=0.5%)

. Er Velocidad Max. FSS Max. K
Andamios 10,2
(MPa) (mm/s) (Pa) (10" "'m")
HEXS55 L 1514 5.70 0.657 1.17
HEX70 L 904 4.11 0.443 3.84
HEXS55 T 594 6.13 0.747 0.65
HEX70 T 274 4.22 0.450 2.06
GYR 55 1008 6.39 0.783 0.52
GYR_70 290 3.81 0.447 1.51
GYR_LG 181 5.18 0.340 3.95
GYR RG 1011 5.17 0.594 2.61

4.3.2 Estimulos en la fase solida

Para el analisis de los estimulos mecanicos de la fase sélida se evalua la distribucion de las deformaciones
principales en las superficies del andamio bajo una carga compresiva equivalente a una deformacion
uniaxial de 0.5%. Para todas las estructuras se muestra una mayor proporcion de material que esta
experimentando una deformacién a compresion si se compara con la proporcion de material que
experimentd deformaciones a traccion (figura 4.8). La posicion longitudinal en la estructura prisma
hexagonal conlleva a menor variabilidad de las deformaciones, moviéndose en el rango a compresion
desde 0.25% hasta 0.75%. Ahora bien, las estructuras giroide y las HEX T amplian sus rangos desde

valores de traccion (+) de 0.25% hasta valores de deformacion a compresion (-) de 1%.
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Fig 4.8. Distribucion de las deformaciones principales en las paredes superficiales de los andamios para 0.5%.
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4.3.3 Estimulos fluido-dinamicos.

Los valores maximos de velocidades de fluido y de tensiones cortantes en las superficies del andamio
para una velocidad de entrada de 1mm/s se muestran en la tabla 4.3. La tension cortante maxima en los
modelos de fluido para esta magnitud de entrada fue de 0.783Pa para la estructura GYR_55. La estructura
hexagonal (L) lleva a valores menores de los parametros de fluido que las estructuras hexagonales (7),
debido a que en la posicion normal los andamios son mas permeables (Figure 4.9a, b). El incremento de
la porosidad de los andamios afecta directamente la trayectoria del fluido y los valores de tensiones
cortantes en las paredes del andamio. La accesibilidad del fluido en las estructuras tortuosas como son
giroides y hexagonales (7) fue mejor que para las estructuras hexagonales (L) (figura 4.9). Las estructuras
de giroide con gradientes llevan a valores similares de velocidades maximas de fluido, 5.17 mm/s; sin
embargo es importante sefialar que las maximas tensiones cortantes son 0.6Pa para GYR RG, mientras
que para GYR LG el maximo valor es de 0.34Pa, mostrando asi, la influencia que tiene el volumen y la

distribucion del material sélido de la estructura sobre los perfiles de fluidos creados (figura 4.10 a, b).

s | e s s /s
5 4.5

Fig 4.9. Vectores de velocidad en planos cortantes caracteristicos para cada estructura (gris) para una la velocidad
de entrada de fluido igual a I mm/s. a) Estructuras isotropicas con 70% de porosidad. HEX70 L (izquierda);
HEX70 T (medio); GRY 70 (derecha). b) Estructuras isotropicas con 55% de porosidad. HEX70 L (izquierda);
HEX70 T (medio); GRY 55 (derecha).
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Fig. 4.10. Parametros fluido-dindmicos (1mm/s) en los andamios giroide con gradientes de distribucion de poros. a)
GYR LG, distribucion de presiones en la pared del andamio (izquierda), la velocidad del fluido en una seccion
transversal del andamio (medio) y la distribucion de las tensiones cortantes (derecha) en la pared del andamio. b)
GYR_RG, distribucién de presiones en la pared del andamio (izquierda), la velocidad del fluido en una seccion
transversal del andamio (medio) y la distribucion de las tensiones cortantes (derecha).

Las estructuras GYR LG y GYR RG presentan mayores dimensiones en las direcciones donde presentan
la variacion gradual de tamafios de poros. La distribucion de los parametros fluido-dinamicos (presion,
velocidad, tension cortante) es gradual correspondiendo asi con el disefio analizado y con las teorias
basicas de mecanica de fluido (figura 4.10). Para el andamio GYR LG se muestran variaciones de los
estimulos mecénicos bien definidas en la direccion de la altura del andamio (figura 4.10a), en la zona
inferior y donde los poros son menores se muestran los maximos valores de parametros fluido-dinamicos
(0.34Pa). Para la arquitectura GYR _RG se crean perfiles de tensiones cortantes y de velocidad del fluido
que van en aumento desde el centro hacia la periferia del andamio (figura 4.10b). Esto es posible debido a

que la velocidad de entrada esta distribuida uniformemente sobre los andamios.
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4.3.4 Prediccion de fenotipos de tejidos

La influencia de la variacion de las magnitudes de deformacion axial y de la velocidad del fluido en la
prediccion de los fenotipos de tejidos segun cada disefio, fueron evaluadas de manera independientes. Los
porcentajes de areas que corresponden con la diferenciacion en células osteogénicas y condrogénicas
fueron determinados mediante el modelo de mecano-regulacion y representados en porcentajes de area
superficial (figura 4.11 y 4.12). Los cambios de fenotipos de tejidos segiin cada arquitectura mostraron de
manera general mayores cambios para las variaciones de niveles de velocidad de fluido en la entrada
(figura. 4.11) que para las variaciones de los estimulos estudiados en la fase solida (figura 4.12). En el
analisis de las predicciones segin la estimulacion en un sistema de perfusion (figura 4.11) para
velocidades de entrada mayores a 0.1mmn/s, los valores de los estimulos son muy elevados para inducir
una diferenciacion o6sea. El valor de 10pum/s es favorable para obtener estimulos en el rango osteogénico
de mas de un 95% del rea superficial total. Los valores de fluido mayores de 0.5mm/s, son elevados para
la obtencion de hueso o cartilago en este tipo de estructuras y se pasaria a estar en zonas de estimulos
correspondientes a tejidos conectivos fibrosos o donde la magnitud del estimulo puede sobrepasar el

rango fisioldgico y provocar apoptosis.
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Fig 4.11. Influencia de la magnitud de la velocidad del fluido en el total del area superficial (% de la valores en los
nodos) de los disefios de andamios estudiados que corresponden a estimulos mecanicos que favorecen la
diferenciacion de las MSC en linajes de células correspondiente a hueso (porcion lisa) o cartilago (porcion
punteada).
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Fig 4.12.Influencia de la magnitud de la deformacion axial en el total del area superficial (%) de la valores en los
nodos) de los disefios de andamios estudiados que corresponden a estimulos mecanicos que favorecen la
diferenciacion de las MSC en linajes de células correspondiente a hueso (porcion lisa) o cartilago (porcion
punteada).que favorecen la formacion de hueso o de cartilago segun el disefio de los poros de los andamios.

Para una deformacion axial de 5%, se muestra como todas las estructuras presentan mas de un 90% de
area superficial donde los estimulos favorecen la osteogénesis y aparecen pequeiios porcentajes en el
rango de condrogénesis (figura 4.12). Entre los niveles 0.5-2.5%, prevalecen las areas de formacion de
hueso, siendo los estimulos muy bajos en algunos casos. Se muestra cierta estabilidad en la posible
creacion de hueso para las estructuras de mayor rigidez que son: los disefios HEX55 L, HEX70 L,
GYR_RG, GYR 55.

Los mapas de resultados de la diferenciacion bajo una velocidad de fluido de 0.1mm/s son mostrados para
algunas estructuras (Fig. 4.13). El efecto que tiene la tortuosidad de las estructuras en la distribucion de
las magnitudes de los estimulos es claramente mostrado. Estructuras con menores cambios en las
trayectorias del fluido (HEX55 L y HEX70 L) llevan a una méas homogénea distribucion de la
diferenciacion del fenotipo hueso (azul). Esto se debe al hecho de que en zonas transversales los vectores
de velocidad de fluidos y por tanto de tensiones cortantes son muy bajas, y se traduce en estimulos
correspondientes a diferenciacion en hueso. Las estructuras giroides (GYR 70) y las hexagonales
transversales (HEX70 T) inducen una estimulacion mas distribuida en el interior de los poros, mostrando
porcentajes significativos de diferenciacion de linajes de condrocitos, osteoblastos e incluso fibroblastos,
si utilizamos por ejemplo la porosidad de 55% (figura 4.13d). Para las estructuras con gradientes de
tamafios de poros se muestran distribuciones graduales de posible formacion de tejidos. Segln las
figuras 4.14 y 4.15 es posible el control del porcentaje de superficies induciendo diferenciaciéon en

osteoblastos y en condrocitos, mediante el acoplamiento de las condiciones de cultivo (bioreactor), lo cual
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nos permitiria obtener una 6ptima formacion de tejidos dependiendo de la morfologia de la estructura. Se
muestran como la variacion de la velocidad de entrada en el andamio cambia bruscamente los resultados

en el proceso de diferenciacion.

F55 ‘mPa)

60

FIBROSO

ARTILAGO

10

HUESO

Fig 4.13Estimulo bajo perfusion para 0.1mm/s, se representan las zonas que corresponden los diferentes fenotipos
seguin el mecanismo de mecano-regulacion utilizado. a) GYR 70 b) HEX70 L ¢) HEX70 T d) GYR 55¢)
GYR RG f) GYR LG.

En las graficas de la figura 4.14 se puede ver como para un valor de 0.01 mm/s se asocia con un adecuado
porcentaje de area en diferenciacion 6sea independientemente de la estructura. Asi mismo pero con un 0.1
mm/s comienza la aparicion de areas significativas de formacion de cartilago (figura 4.15).Con valores de
aproximadamente 0.3 mm/s el porcentaje de estos fenotipos es despreciable y comienzan a aparecer
estimulos correspondientes a tejidos fibrosos o estimulos muy altos. Para la estructura GYR LG, se
presenta una gran area con un alto porcentaje (>90%) de posible formacion de hueso, indicando que es
factible la utilizacion de diversas combinaciones de condiciones de cultivo en esta estructura. Asi mismo
se muestra que un incremento de la porosidad para un mismo disefio provoca que areas con porcentajes de
estimulos correspondientes a hueso sean mayores (se eleva la probabilidad de obtener hueso al
incrementar la porosidad). En la figura 4.15 sin embargo se muestra como es dificil encontrar elevados
porcentajes de areas indicando diferenciacion en cartilago, a excepcion de la estructura HEX70 L, para la

cual existen estas posibilidades para combinaciones de altos estimulos tanto de fluidos y como de solidos.
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Fig 4.14. Area de diferenciacion osteogénicas de acuerdo con la variacion de las condiciones en la fase fluida y
solida.
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Fig 4.15. Areas de diferenciacion condrogénicas de acuerdo con la variacion de las condiciones en las fases fluido y

solido.
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4.4 Discusion

Utilizando el proceso de disefio propuesto por Hollister[47] el primer paso que se ha tenido en cuenta para
la evaluacion de las morfologias de los andamios, fue que el disefio de estructuras sean viables para ser
fabricadas mediante los métodos existentes de prototipado rapido, en este caso fue comprobada mediante
estereolitografia[113],[34]. A partir de aqui se ha desarrollado un proceso de caracterizacion numérica,
que ha permitido visualizar y llegar a algunas hipotesis y respuestas de fendmenos que ocurren en la
ingenieria de tejidos.

Los disefiadores de andamios tienen como objetivo obtener una alta regeneracion de cartilago o de hueso
en dependencia de la aplicacion. En este estudio se evaluaron estructuras abiertas que presentan una
distancia entre las paredes (=150-500um) y no han de ser del todo positivas en el ambiente que es deseado
para el cultivo de cartilago. Esto se debe a que los condrocitos (diametro de 10um) necesitan de un
ambiente 3D para un mejor desarrollo [122] y el distanciamiento entre las paredes puede representar para
este tipo de célula que estd en un ambiente 2D. De manera que los valores con respecto a formacion de
cartilago tender a cambiar experimentalmente debido a estas razones, pero evidentemente se comprueba
que existe una continuidad del modelo de mecano-regulacion y que la posible transiciéon de niveles de
estimulos puede ser aprovechada para obtener zonas de cambios graduales. Las limitaciones de los
modelos presentados en estos estudios estan fundamentalmente vinculadas a los aspectos biologicos y
quimicos y por esta razon deben ser analizadas como una guia a nivel mecénico, pero no seran totalmente
determinantes, de aqui la necesidad de realizar estudios experimentales que permitan verificar los
resultados expuestos.

Otra suposicion importante es que se asume que todo el espacio limitado por las superficies del material
poroso esta colonizado por las células y por lo tanto se supone que las células han llegado a todas las
zonas en el interior del andamio y que durante el cultivo estdn todas sembradas y cubriendo las paredes
del andamio. Esto limita el estudio debido a que la distribuciéon de las células estd directamente
relacionada con la distribucion del tejido construido y por lo tanto con la fase de diferenciacion que se
estudia.

No obstante, con este capitulo quedan claros los posibles beneficios que tiene la porosidad interconectada
en el sembrado celular y que dependerd ademas del disefio de los canales, ya que guiaran la migracion y
la formacion del tejido. Ademéas se muestra la posibilidad de dar paso a la formacion de multiples tejidos
y a la regeneracion de la interfase entre los tejidos. La orientacidon de algunos andamios tiene efectos
totalmente diferentes y de ahi la importancia de tenerlo en cuenta a la hora de buscar una aplicacion
especifica. En este aspecto las morfologias giroides al ser totalmente isotropicas poseen menos
restricciones en el momento de ser implantadas.

El incremento de la porosidad induce una disminuciéon de los valores maximos de velocidades y de las
tensiones cortantes para todas las arquitecturas, este efecto también ha sido encontrado anteriormente por

Boschetti et al. [54]; pero en nuestro estudio se le adiciona el efecto de los disefios de los poros (prisma
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hexagonal y giroide) y se comprobé que es un factor determinante. En este punto es importante tener en
cuenta que en la entrada del fluido no existe distancia suficiente para obtener un flujo completamente
desarrollado antes de llegar al poro. Por lo tanto, se estd asumiendo que la entrada del fluido es
homogénea a lo largo de todo el radio de los andamio y se desprecia la influencia que puedan tener los
disefios de la camara del bioreactor, conociendo y como bien se ha demostrado en el estudio del
Capitulo 3 que estos tienen efecto en el transporte del fluido [52], que llegan a la entrada del andamio.
Para velocidades de entrada mayores a 0.1mm/s, los valores de los estimulos (tensiones cortantes)
obtenidos son muy elevados para inducir la diferenciacion dsea en andamios que presentan una porosidad
abierta. También se demuestra que el comportamiento en cada disefio es diferente bajo varias condiciones
de cultivo; y que es posible controlarlo mediante los mapas numéricos como los propuestos en la seccion
anterior (figuras 4.14 y 4.15).La interconexion de los poros en los disefios giroides hacen que exista cierta
suavidad en los perfiles de velocidad y que el fluido pueda llegar a todas la zonas del andamio.

Para este estudio el calculo del modulo de Young efectivo, refleja el grado de ortogonalidad para estas
estructuras prismas hexagonales (E;55% (L; T)= (1514; 594) MPa y E;70% (L; T)= (904, 274) MPa).
Similares comportamientos pueden ser encontrados en estructuras fabricadas por métodos de prototipado
rapido, que se basan en la deposicion capa por capa del material [123], [124]. Este aspecto es de suma
importancia tenerlo en cuenta, sobre todo a la hora de implantar o estudiar en condiciones in vitro; ya que
la respuesta para una misma estructura no serd igual. Por otro lado, encontramos estructuras como las
giroides (fabricadas por estereolitografia[117])que como se ha dicho anteriormente tienen una morfologia
isotropicas y es posible implantarlas o analizarlas indiferentemente en cualquiera de las direcciones.
Ahora bien, se presentd un caso interesante que es cuando se introducen gradientes de porosidad
semejantes a los encontrados en la estructura osea [42], [125]; en estos casos hay que tener bien
controladas las propiedades mecéanicas en referencias a las diferentes direcciones, ya que como se
muestran en los resultados un gradiente de poros en la direccion de la carga aplicada debilitara la rigidez
de la estructura. Existen muchos casos en la anatomia humana donde se necesita la variacion gradual de
tejidos o capas de tejidos, esto puede ser una excelente manera de obtener estas capas acopladas sobre una
misma estructura. El disefio de los poros juega un papel fundamental en la creacion del tejido (6seo o
cartilago) y creemos que es importante su introduccion para estudiar y entender las teorias de control
bioldgico en andamios in vitro. Para los andamios con gradientes de porosidad, tanto la trayectoria del
fluido como el comportamiento mecéanico brindan variaciones graduales en la distribucion del estimulo
mecanico. Esto ultimo puede significar la posibilidad de obtencidén de zonas osteocondral en una misma
matriz porosa de biomaterial.

Con el uso del material polimérico fotopolimerizable PDLLA (E=3.3GPa) [117], las estructuras porosas
estudiadas mantienen una rigidez que es superior o estd dentro en el rango de la rigidez del hueso
trabecular (0.02-0.5 GPa). Por otro lado, para estructuras con una forma uniforme giroide, la rigidez

pueden ser verificadas si las comparamos con ensayos experimentales realizados por Melchels et al.
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2010 [34], donde la magnitud del experimento fue de 169+2]1 MPa para 70% de porosidad, para un
modulo de Young del material macizo de E=2.1GPa; si se disminuye el moédulo de Young en el modelo
desarrollado GYR 70 este valor de modulo efectivo es de 175 MPa.

En el nivel microscopico la distribucion de las tensiones cortantes inducidas por el fluido de perfusion
depende de la distribucion de poros dentro del andamio. Los rangos de tensiones cortantes para la
velocidad méaxima utilizada (Imm/s) estuvieron en el rango fisioldgico encontrados por Cowin (2002)
[109](tabla 4.1). La mejor accesibilidad de fluido fue obtenida en las estructuras giroides y este resultado
sugiere la posibilidad de obtener un mejor sembrado celular y mejor transporte de nutrientes con respecto
a la distribucion que se puede obtener en los disefios hexagonales. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que a nivel de integridad y rigidez mecanica las arquitecturas hexagonales son mas rigidas y que en la
fase solida las estructuras giroides inducirdn a estimulos mecanicos menos homogéneos que las
estructuras hexagonales.

En general todas las estructuras son mas adecuadas para la formacién de hueso que para la formacion de
cartilago; objetivo deseado por Grabbielli et al. 2008[42] y Chua et al.2003 [114], pero que ha quedado
demostrado mediante este estudio, donde se aplico una teoria de mecano regulacion. La sensibilidad del
analisis de diferenciacion realizado para el modelo de mecano regulacion muestra que existe una mayor
influencia bajo el flujo de fluido en el rango estudiado con respecto a la variacion de deformaciones
axiales. Sin embargo, Geris et al.[126] aplicando el mismo modelo de mecano regulacion llega a la
conclusion de que el modelo es mas sensible a la deformacion axial que al movimiento del fluido. Las
diferencias pueden encontrase en los rangos de magnitud aplicados, pero también hay que tener en cuenta
que para su estudio Geris et al. [126] utilizaron un modelo poroelastico y en este estudio se discretizo el
solido y el fluido respetando una estructura definida por las morfologias. Como es conocido en un modelo
poroelastico se aplica una compresion y la velocidad del fluido se genera por medio de la deformacion del
material y en este capitulo se aplica una perfusion directa del fluido en el interior de los poros de las
estructuras que se estan deformando.

También en este estudio se confirma que la deformacion axial es un estimulo eficiente para la
diferenciacion 6sea como proponen Claes and Heigele (1999) [17] y Carter et al. (1988) [127]. El flujo de
fluido con velocidad de 0.01lmm/s lleva a resultados muy similares a los obtenidos mediante la
deformacion axial. La estructura abierta y la interconexion de la arquitectura giroide facilita la
penetracion del fluido y lleva a una distribuciéon homogénea de células después del sembrado para las
estructuras con distribucion homogéneas [128], esto nos ha llevado a seleccionar este diseflo para realizar

los siguientes estudios basados fundamentalmente en la fase de sembrado celular.
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4.5 Conclusiones

En este capitulo se propone una via de andlisis de disefios regulares de andamios 3D para ingenieria de
tejidos. Se demuestra que andamios con estructuras como la giroide permiten mejor distribucion del
fluido, fenomeno asociado a un mejor sembrado celular y distribucion de nutrientes y oxigeno. El disefio
giroide también permite la obtencion de estructuras con gradientes de poros, que muestran la posibilidad
de obtener crecimientos de diferentes tejidos, como por ejemplo para una sustitucion osteocondral. Los
disefios hexagonales se caracterizaron por tener mayor rigidez que los giroides, pero hay que tener en
cuenta su comportamiento ortotropico en el momento de implantarlos o cultivarlos in vitro. Las
propiedades mecénicas de las estructuras analizadas se encuentran en el rango del modulo de Young del
hueso trabecular. El modelo de mecanoregulacion aplicado muestra mayor sensibilidad a las variaciones
de velocidad del fluido, lo que constituye un aspecto destacable en el uso de bioreactores de perfusion
para cultivos in vitro. Este tipo de estudios y metodologia ayudan a entender y predecir fenomenos de
dificil acceso mediante la experimentacion. Se puede afirmar que existe un fuerte vinculo entre las
condiciones de cultivo y los disefios de las morfologias de los andamios, lo cual puede ser una manera de

optimizar el sistema bioreactor-andamio en experimentos in vitro.






Capitulo 5: Sistema modelo para el control del
sembrado celular por perfusion

Resumen: En este capitulo se estudia la influencia que tienen las arquitecturas de los andamios en la
distribucion de las células después del sembrado en condiciones de perfusion. Aplicando métodos
computacionales (CFD) se calculan las magnitudes de estimulos en las paredes de las arquitecturas de
andamios donde las células son depositadas. Las estructuras fueron fabricadas con el disefio giroide y
usando la técnica de estereolitografia. Un tipo de andamio fue fabricado con una distribucion de
tamafio de poro isotropico (412+13 pum) y el otro con una variacion gradual de tamafio de poro (250-
500 pm). Los maximos valores de estimulacion fueron calculados resultando en que la tasa de cortante
es de entre 155 y 24 s para el tipo isotropico y de 125" -38 s™' para el andamio con gradiente de
porosidad. Se encuentra que existe relacion entre la distribucion de las células sembradas y los
estimulos. Mayor densidad de células donde el tamafio de poro es mayor y donde el transporte de flujo
es mayor. De aqui que se proponga este método como analisis predictivo de la posible calidad del
sembrado celular.

5.1 Introduccioén

La gran mayoria de las investigaciones en ingenieria de tejidos estan dirigidas a obtener un sembrado
homogéneo de las células a través de la estructura del andamio y proveer a las células sembradas con
suficiente oxigeno y nutrientes para que estas proliferen y generen un nuevo tejido. En los tejidos
bioldgicos como cartilago articular, menisco o tejido osteocondral, existen variaciones significativas en
cuanto a funciones bioldgicas, composicion y propiedades mecéanicas de la matriz extracelular, lo que
significa que de manera natural estas propiedades varian por capas y no son del todo homogéneas. No
obstante, se contintla apostando por una regeneracion e integracion del tejido con injertos que presenten
una composicion y propiedades mas isotropicas, buscando asi un mejor entendimiento de los complejos
fenémenos que se producen (ejemplos del capitulo 4). El sembrado celular en andamios es una fase
importante dentro de los estudios in vitro, ya que precede a todas las otras fases del comportamiento
celular in vitro (la extension, proliferacion y la diferenciacion de las células[129]). La perfusion directa
para sembrado celular, es un método eficiente [51]; pero a pesar de esto existe muy poco conocimiento de
los pardmetros necesarios para su optimizacion y controlen andamios 3D [50], [51], [130]. Muchos
investigadores han planteado la necesidad del control de dos factores fundamentales, la arquitectura de los
andamios [36], [44], [88] y las condiciones de cultivo [92], pero es inminente la necesidad de unir el

comportamiento experimental con las predicciones numéricas. Son varios los estudios que se pueden

Este capitulo se ha publicado en parte en: The influence of the scaffold design on the distribution of adhering
cells after perfusion cell seeding. Ferry P.W. Melchels, Beatrice Tonnarelli, Andy L. Olivares, lvan Martin, Damien
Lacroix, Jan Feijen, David J. Wendt, Dirk W. Grijpma. Biomaterials 32 (2011) 2878-2884.
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extraer de la literatura donde condiciones de perfusion han sido aplicadas, ya sea para comparar diferentes
tipos de materiales con microestructuras irregulares[36], [110] o regulares [44], [53], [54], pero realmente
los valores de los estimulos que pudieran vincularse a esta distribucion de la densidad celular en el
sembrado a pesar de ser desconocidas tendran magnitudes muy diferentes a nivel local. En el capitulo
anterior se han desarrollado modelos que demuestran la influencia que tienen las formas y distribuciones
de poros en los perfiles de fluido creados en el interior de cada andamio y como las técnicas de
prototipado réapido (por ejemplo la estereolitografia) permiten la fabricacion de andamios tamanos de
poros, porosidad o rigidez [34] que pueden ser replicadas posteriormente. Otro punto a sefalar es que el
proceso de adhesion de las células esta directamente influenciado por el ambiente fluido dindmico [51].
Los estudios de fluido dindmico computacional hasta el momento presentados son empleados para
caracterizar la morfologia de los andamios o para intentar optimizar los parametros en los bioreactores de
perfusion [44], [53], [54]. Los efectos de la magnitud de la fuerza cortante inducida por el fluido y la
distribucion de las células después del sembrado son desconocidos. La teoria plantea que bajo un flujo de
células en suspension a lo largo de una capa que cubre la superficie del andamio y cuando esta célula
contacta con la superficie del andamio, esta se deforma por el flujo y en este punto ella incrementa su area
de contacto. La célula inicia entonces las uniones a la superficie a través de receptores y de ligantes que
estan en constante formacion y rotura debido a la fuerza del fluido, pero finalmente la célula se sujeta a la
superficie e inicia extension. Este fendmeno presenta una gran complejidad y su calidad dependera de
diferentes factores asociados (biomaterial, superficie, estructura del andamio, tipo de célula, fluido-
dindmica, etc), ademas de existir una dificultad afiadida que es la tridimensionalidad de los andamios.
Este capitulo tiene como objetivo desarrollar un sistema multidisciplinar que permita vincular la
distribucién de las células después del sembrado por perfusion con los pardmetros experimentales y
numéricos que dependen de los disefios de los andamios. En el marco del proyecto STEPS, se ha
colaborado para el desarrollo de este estudio mediante la implicacion de tres universidades. La
fabricacion de los andamios ha sido llevada a cabo por la Universidad de Twente, Holanda; los ensayos in
vitro en el sistema de perfusion fueron realizados en la Universidad Hospital de Basel, Suiza y la
reconstruccion y desarrollo de los modelos de CFD para los andamios fueron realizados en el Instituto de
Bioingenieria de Catalufia (IBEC), Espafia. De esta manera, se espera vincular los estimulos fluidos en la
pared del andamio con la arquitectura del andamio y con la densidad de células adheridas
experimentalmente. La hipotesis seguida en el estudio es que es posible relacionar los estimulos que
producen la aplicacion del flujo de fluido con la distribucion de las células que se pueden observar en
andamios con estructuras controladas. Los andamios estudiados fueron fabricados con poli (D, L-lactico)
(PDLLA) foto-polimerizable, detallo por Melchels et al.[131]. Se estudian dos distribuciones de poros;
una isotropica (Tipo I) y la otra con un gradiente de porosidad (Tipo G). Ya en la figura 5.1 se muestra la
reproducibilidad del método de fabricacion empleado, donde se compara el disefio CAD de cada andamio

con la morfologia que realmente se obtuvo de la estereolitografia[131].
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Fig 5.1. Porosidad local como funcion de la distancia desde el eje central del andamio, para los andamios cilindricos
Tipo I y Tipo G. Los datos de pCT fueron analizados para dos muestras y comparados con los disefios
computacionales utilizados para la fabricacion. La porosidad local es determinada en intervalos de 100 pm.
Adaptado desde Melchels [131].

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Disenos de los andamios

Se fabricaron dos andamios con diferentes distribuciones de poros. Uno fue disefiado con una distribucion
isotropica (Tipo I), con tamafios de poros homogéneos en el volumen cilindrico. El otro andamio fue
disefiado con un gradiente de tamafio de poros en la direccion radial (Tipo G) del cilindro. El objetivo de
estos disefios es que posibiliten la creacion de diferentes perfiles de flujo de fluido en el interior del
andamio, como se ha demostrado en el capitulo anterior [44]. Los poros son disefiados basados en la
arquitectura giroide, la cual demostrd que presentaba una mejor accesibilidad del fluido en el interior del
los disefios de poros analizados. Para los disefios estudiados se delimitan las superficie descritas mediante
las funciones triple periddicas estudiadas y propuestas por Schwarz and Schoen [118], [119]. Los
modelos CAD se desarrollaron utilizando el programa K3DSurf v0.6.2.

Para lograr el balance de las ecuaciones un valor de salida es afiadido, mediante el cual es posible obtener
el valor de porosidad del andamio en correspondencia con la forma disefiada. Para el Tipo I un valor de -
0.15 fue escogido, correspondiendo a una porosidad de 55 %. En el andamio Tipo G, el valor de
compensacion fue de 0.90 cuando x, y=0 (en el centro del cilindro), este valor corresponde con un 80 %
de la porosidad. Esta compensacion se incrementd ademas (0.0015 veces) con una funciéon cuadratica
x*+y?, de modo que a medida que va aumentando el radio, la porosidad va disminuyendo hasta un valor

minimo de un 30% (periferia). Los contornos cilindricos fueron controlados mediante las siguientes
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condiciones: (x* + ) < (10m)°) y (|z|< 5x). El valor global de la porosidad es de 55% igual a la porosidad

del disefo isotropico.
[: cdg)ser(y) +cos(y)sen(z) +cos(z)ser(x) —0. 15=0
G: co&)seny) +cos(y)sen(z) +cos(z)senx) —0. 0015 «(x%2 +y2) —0.90 =0

Partiendo de los disefios de CAD y usando la maquina de estereolitografia EnvisionTec Perfactory Mini
Multilens [117], fueron construidos los andamios (didmetro de 8mm y una altura de 4mm) en la

Universidad de Twente, Holanda.

5.2.2 Reconstruccion y simulacion del flujo de fluido

Para determinar la precision del proceso de fabricacion y verificar la distribucion de los tamafios de poro
se tomaron imagenes de micro-tomografias computacionales (uC7, GE eXplore Locus SP operado a 80
kV, 80 uA y 15 um de resolucion sin filtro). A partir de estas imagenes se crearon los modelos a utilizar en
este capitulo utilizando asi las estructuras reales ensayadas. Las mallas se obtienen mediante el programa
MicroView y del cual se extraen los archivos de las superficies reales fabricadas mediante
estereolitografia. Los datos de escaner fueron usados para calcular los parametros estructurales de los
andamios (porosidad y tamafio de poro). Diferentes calidades de mallas en formato (*stl) fueron
exportadas y se determiné cual optimizaria el numero de elementos de la superficie en relacion con
mantener la forma de los modelos. Posteriormente y mediante el médulo de MIMIC Remesh
(Materialise), las mallas fueron tratadas para la obtencion de triangulos de calidad 0.7, teniendo en cuenta
obtener una malla cerrada y que mantenga los contornos logrados mediante la reconstruccion. Partiendo
de la malla superficial de los andamios se procede a obtener el volumen del fluido analizado (figura. 5.3),
para lograrlo se trazan en el programa Patran las superficies externas que delimiten el modelo, teniendo
en cuenta las dimensiones del sistema del bioreactor de perfusion (anillo de 1mm de espesor, tubos de
6mm conectados a la bomba).

El flujo de fluido a través de los poros de ambos andamios fue modelado usando aproximaciones de
método de volumen finito mediante el programa Fluent (Ansys). El fluido fue modelado usando una
viscosidad (1=1.45-10" Pa‘s) y una densidad (p=1000 kg'm>) de Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, a T=37°C) [120]. Las condiciones de contornos usadas en la modelacion, corresponden a los
ensayos de perfusion descritos mas abajo (figura 5.2). En las superficies de los andamios y de la camara
del bioreactor las condiciones aplicadas fueron de no deslizamiento, rigidez e impermeabilidad.
Solamente una direccion del flujo fue simulada para los maximos valores de flujos y en la salida se asume
una presion igual a cero simulando la libertad de movimiento del fluido en esa cara. Se analizan

resultados como perfiles de velocidades, tensiones cortantes y razon cortante.
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Fig 5.2. Volumen de fluido analizado en el sistema de perfusion oscilante. Las condiciones maximas de velocidad
Imm/s son simuladas.

5.2.3 Descripcion del experimento de sembrado celular

Un bioreactor de perfusion disefiado por Wendt et al.[50] fue utilizado para la realizacion de los
experimentos de sembrado celular mediante perfusion oscilante. Se expanden un total de 5 millones de
Condrocitos Articulares Humanos (HAC) en 8mL de medio de cultivo (DMEM) y se siembran en los
andamios (3 muestras por arquitecturas) durante un periodo de 16h. Un flujo de perfusion de 1.6mL/min
fue utilizado en la bomba, correspondiendo con una velocidad del flujo de fluido de 1mm/s (didmetro
6mm).

Las células fueron tefiidas con SY7TO-13, ayudando a dar visualizar el sembrado obtenido, resaltando de
color verde las células que estan vivas en la superficie del andamio. Las imagenes fueron tomadas usando
un microscopio confocal laser (CLSM, 7500-Zeiss), con un objetivo de 10x y una apertura
correspondiente a 10um. Secciones transversales del andamio fueron tomadas hasta una profundidad de
500 pm en el eje z. Posteriormente las imagenes de microscopia confocal fueron tratadas en blanco y
negro y se determinod la densidad celular. Esta densidad celular fue expresada en relacion con el area
relativa de la imagen cubierta con las células (la fraccion de pixeles negros). Para obtener la distribucion
cuantitativa en la direccion radial, se necesito primero determinar las coordenadas del centro del andamio.
Las imagenes fueron particionadas en forma de anillos equidistantes (incremento radial 100 pm) desde el
centro hasta la periferia del andamio. La densidad de células en cada anillo concéntrico fue determinada,

como el area cubierta con células. Los resultados cuantitativos de la distribucion de las células son
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promediados sobre las 21 imagenes confocales obtenidas para cada muestra. Los momentos polares de

inercia para la densidad de células fue calculada usando la ecuacion:

J =[] p(r)da= irfm(nz 1)

Donde r es la distancia desde el centro del andamio, p es funcion de la densidad de células resultados de

los experimentos y dA4 = 7[(1’1.2 - rlfl) .

5.3 Resultados

Las imagenes comparativas de los CAD y de las reconstrucciones de pCT de los disefios de andamios se
muestran en la figuras 5.3 a y b. Para el andamio Tipo G se muestra que la porosidad va desde valores de
un 85% en zonas centrales hasta unos 35% proximos a la periferia, mostrando un decrecimiento
visualmente significativo del tamafio de los poros. Estos tamafios de poros también calculado por medio
de los uCT, resultan en valores de aproximadamente 500 um en el centro del andamio y de 250 pum en la
periferia del andamio. Se pudo comprobar que la interconexion de los poros es continua en el interior de
los andamios y que el tamafio de los poros es mucho mayor que un supuesto tamafio de las células
(=10pum), es decir que el bloqueo de los canales interiores de los andamios (acumulacion de células) es
poco probable que ocurra. El andamio Tipo I presenté menos variacion en los niveles de porosidad
(62+1%) y de tamafio de poro (412+13 pum). Para este andamio se muestra una oscilacion regular de la
porosidad radial que esta alrededor del valor disefiado por CAD (55%), pero en el andlisis de los datos de
puCT se muestra que la porosidad tiene un ligero aumento desde el centro a la periferia (ver resultado de
Melchels et al. figura 5.1 [131]). Partiendo de los arreglos de mallas superficiales (paso 3-4, figura 5.3) se
obtienen los volimenes de fluidos a analizar. Los modelos de los andamios son partiendo de los datos de
uCT (paso 2). Un volumen de fluido (0.215mL) con un total de 2 375 010 elementos tetraédricos fue
obtenido para el andamio Tipo I y un volumen de 0.209mL con un total de 2 253 778 de elementos

tetraédricos para el andamio tipo G.
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Fig 5.3. Andamios Tipo I (Izquierda) y Tipo G (Derecha). Fases computacionales de creacion de los modelos: 1-
Disefio CAD utilizado para la fabricacion mediante estereolitografia. 2- Reconstruccion a partir de imagenes pCT
(MicroView). 3- Superficie STL para iniciar el tratamiento de las mallas. 4- Superficies tratadas mediante MIMICS
(Materialise) y que son la base de partida de los modelos para CFD.
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Los perfiles de velocidad son mostrados en la figura 5.4a mediante mapas de colores. La conectividad de
las estructuras permite el facil acceso del fluido a todas las partes del andamio. El nimero de Reynolds
maximo calculado en los modelos es de 0.12, reafirmando asi el hecho de que estamos en presencia de un
flujo laminar. Una velocidad promedio de 0.86mm/s fue calculada para ambos tipos de estructuras. Existe
una mayor velocidad del fluido en el centro de los poros debido a los perfiles parabdlicos en cada canal.
Para el andamio Tipo I los perfiles de flujos son bastantes uniformes con un maximo de velocidad de
2.8 mm/s.

En el andamio Tipo G este flujo muestra un claro gradiente relacionado con la variacion de la porosidad.
Para este ultimo, el valor maximo de velocidades en el centro del andamio (=4 mm/s), mientras que hacia
la periferia el flujo se mueve con velocidades minimas muy cercanas a cero. Las tensiones cortantes
promedios son muy semejantes para ambos andamios, el Tipo I con 31mPa y para el Tipo G de 27mPa; el
valor maximo encontrado fue de 130 mPa (puntualmente en la entrada del fluido (figura. 5.4b). El efecto
de las tensiones cortantes en la adhesion ha sido estudiado por diferentes autores [132], [133], pero la
tension cortante critica reportada para despegar las células de la pared depende también de factores como:
el tipo de material y el fenotipo de células, de aqui que se marque un amplio espectro desde 1Pa hasta 3Pa
[134].

Un total de 400 ciclos en 16 horas fueron experimentados con las células suspendidas en 8mL de cultivo.
Si se considera que el tamafio de una célula es de 10 um y que el tamafio de poro calculado es de entre
250-500 pum, se asume que la presencia de las células no adheridas, no cambia los perfiles del flujo.
Ademas también se asume que las células suspendidas se distribuyen de manera homogénea en el medio
después de cada ciclo. Las células vivas fueron tefiidas con SY70O-13 y visualizadas usando microscopia
de confocal (figura. 5.5). En esta figura se observan las células sembradas en una seccion cortante del
andamio Tipo I (10 um de espesor de confocal). Las imagenes son obtenidas con una alta resolucion 26

mega pixeles, los cual hace posible distinguir las células individuales.
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Fig 5.4. a) Distribucion de las velocidades de fluidos en diferentes planos de cortes para los andamios Tipo |
(Superior) y Tipo G (Inferior). b) Distribucion de la tension cortante del fluido en toda la pared de los andamios tipo
I (izquierda) y tipo G (derecha).
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Es conocido que la tension cortante es un parametro importante en el proceso de adhesion celular. En la

figura 5.5b se muestra la razon cortante y =dv/dr, calculada en las paredes del mismo disefio de

andamio pero en una seccion cortante. Esta razon de cortantes en las paredes fue usada para describir la
velocidad con la cual el flujo de células suspendidas pasa por las superficies de los poros. Las
distribuciones de las razones de cortantes indican como las distribuciones de los perfiles de velocidades
son reflejados en la distribucion de las magnitudes de la cortante. Se muestra como dentro de un poro el
rango de la razon cortante esté entre 0 y 30s™ (figura 5.5b). La distribucion de las razones cortantes vistas
globalmente (seccion) son distribuidas homogéneamente y existe muy poca diferencia entre los valores
que podemos encontrar en el centro con los de la periferia. Estas imagenes locales permiten correlacionar
los estimulos provocados por el fluido de perfusion y los valores de densidades de células adheridas, pero
es necesario un control puntual del fendmeno. Para un area superficial total de 7200 mm’ y un volumen de
250 mm’; las areas de superficies especificas calculadas desde los datos de pCT fueron de 4.8mm™ para
ambos andamios. El area superficial especifica depende del tamafio de una unidad basica repetible, donde
para menor tamafio de la unidad, el tamafio del poro serd menor y el area superficial especifica serad

mayor. Si el tamafio de la unidad es el mismo para ambos andamios 800x800x800 pm’.
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Fig 5.5:a) Imagen de microscopia confocal de un andamio Tipo I después del sembrado. Se muestra la distribucion
de las células vivas (verde) a través de la seccion cortante de los andamios. b) Imagen similar de seccion cortante en
los modelos de CFD muestra las razones cortantes del fluido distribuidas segun un analisis estatico bajo las
condiciones maximas de flujo. La escala es de 2mm para las imagenes y 200um para las imagenes insertadas.
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Las imagenes colocadas progresivamente en el eje z se reconstruye en una Unica imagen (figura 5.6a).
Estas imagenes fueron tratadas (blanco y negro (células) y esto se muestra en la figura 5.6b para un
espesor de 500 um. La densidad de células en las imagenes de microscopia confocal dependera del area
superficial disponible para la adhesion. En un caso donde la arquitectura fuera irregular el area superficial
disponible en una capa fina como la seleccionada puede variar grandemente en todas las secciones
cortantes y esto hace que el trabajo de cuantificacion de la distribucion de las células sea practicamente
imposible. De aqui que la repetitividad de la arquitectura giroide lleve a una mayor uniformidad y control
de la distribucion de células permitiendo sus comparaciones.
Un homogéneo sembrado celular es deseable y algunos de los métodos de sembrados han sido solamente
disenados con el objetivo de lograr ese fin [51], [52]. Por otro lado la anisotropia mostrada sobre la
superficie del andamio Tipo G es también deseada clinicamente, ya que imita la mayoria de las zonas de
transicion de tejidos. En la figura 5.6 se muestra de manera marcada que existen valores mas altos de
densidad de células en el centro de las estructuras Tipo G que hacia la periferia. Y sin embargo para el
andamio Tipo I esta distribucion es bastante uniforme.
Durante el sembrado, suponemos que el nimero de células que se adhieren decrecen en el tiempo a
medida que decrece la disponibilidad de area superficial de los poros (superposicion). Esto puede que
afecte en alguna medida a la razén de deposicion de las células y la densidad celular finalmente adherida.
Desde las imagenes tratadas (figura 5.6b), se calculan las densidades celulares, un 7 % para el andamio
Tipo I y un 8% para el andamio Tipo G. También al final de los ensayos se determind que las eficiencias
calculadas respecto a las células suspendidas (5 millones) estuvieron para ambos andamios entre 40% y
60 %. De manera que si comparamos la poca densidad con la alta eficiencia podriamos especular y
plantear que no existe una dispersion eficiente de las células y que el sembrado puede que esté ocurriendo

formando multicapas y/o clusters de células en las superficies de los andamios.
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a)

TIPO G

Fig 5.6. a) Distribucion de las células mediante imagenes confocal ( Tonnarelli et al.[135]. b) Iméagenes confocal
tratadas en pixeles blancos y negros Melchels et al.[131]. ¢) Distribucion de la razén de cortante en las paredes de
los andamios.
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5.4 Discusion

La distribucion de las células adheridas fue cuantificada para determinar la densidad de células como
funcion de la distancia en la direccion radial desde el centro del andamio. En la figura 5.7 se muestra el
histograma comparativo de las distribuciones de los valores maximos del fluido y las distribuciones de la
densidad de células en las imagenes tratadas. En el andamio isotropico (tipo I), una distribuciéon uniforme
en la densidad de las células y de los parametros analizados del modelo son graficados. Los valores de
tension cortantes (15-18mPa) y velocidades (0.7-1.2mm/s) se muestra uniformes para el andamio Tipo I,
correspondiendo con una variacion de 4-11% de densidad de células. Para el andamio con gradiente de
poros, Tipo G, se obtienen distribuciones de valores gradualmente cambiantes del sembrado de células.
Una densidad de células (27%) es calculada en el centro del andamio y un valor mucho mas bajo (4%) en
la periferia de la estructura. Similar comportamiento ocurre con la velocidad (1.6mm/s) y la tension
cortante (24mPa) en el centro y estos valores son mucho mas bajos (0.83mm/s; 14mPa) en la periferia del
andamio. Por lo que se puede decir que existe alguna relacion entre la distribucion de estimulos y la
distribucién de sembrado, pero esto no significa que al estar visualmente relacionadas exista un efecto

fisico-biologico relacionado con la adhesion en este tipo de sistemas dindmicos.
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Fig. 5.7: Cuantificacion de las distribuciones de las tensiones cortantes y de las velocidades de fluido, comparadas
con las densidades de células distribuidas en las superficies del andamio. A la derecha andamio Tipo 1, yala
Izquierda andamio Tipo G.
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Fig 5.8. Tendencias de la deposicion de células en relacion con los estimulos fluidos (Tension cortante, Velocidad
de fluido) a) Tipo I b) Tipo G.

Con este estudio se demuestra que mediante el control de la arquitectura del andamio es posible guiar el
sembrado celular y obtener una distribucion de manera que se pueda prever unas propiedades
homogéneas o graduales para el tejido. El rango de tension cortante se encuentra por debajo de la
magnitud que es necesaria para que se despeguen las células, aproximadamente entre 1-3 Pa [136], [137].
Esto tltimo nos permite asumir que para el sistema analizado el despegue de las células no ocurre.
Para los experimentos realizados bajo flujo laminar se puede especular al decir que el comportamiento de
las células suspendidas seguiran un perfil de flujo semejante al que siguen las particulas guiadas con un
minimo de transporte advectivo para las direcciones perpendiculares al flujo. Unicamente las células
cercanas a las paredes del andamio entraran en contacto con la superficie. Algunos estudios muestran
como las razones de cortante pueden ser una medida importante al representar la velocidad de las células
proximas a las paredes[138], [139], y esto pueden ser determinante si son vinculadas a el nimero de
células pueden estar viajando cercanas a las superficie del andamio. Esta correlacion es corroborada por
ejemplo en la figura 5.7, donde un elevado nimero de células son adheridas en el centro del andamio
Tipo G y donde las razones de cortantes son mayores.
Por otro lado, el hecho de que el mayor nimero de células adheridas esté en los poros mas grandes ha
sido mostrado en otros trabajos[140]. La arquitectura del andamio afecta las velocidades de flujo de las
células en suspension y afecta el numero de contactos entre las células y la superficie del andamio por
unidad de tiempo. Mediante este sistema es posible controlar el efecto de otros disefios de andamios de
manera simple con solo estudiar la distribucion de los estimulos, y esto es flexible a otras magnitudes de
flujos. El problema es que existen otros factores como concentraciones de células en el medio, tipos de
células, tipo de material que no se tienen en cuenta y es conocida su importancia durante el sembrado
celular[92], [141], [142].
Otros autores como SeHeang et al [143] han estudiado la influencia de incrementos graduales de tamafos
de poro, pero en la direccion longitudinal desde 88 hasta 405 um (tamafios de poros) y 80-94%

(porosidades), el material utilizado fue PCL (poli caprolactona) y se fabric6 mediante centrifugacion, la
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arquitectura obtenida no es totalmente regular pero se encuentra bien interconectada. En el estudio de
SeHeang et al. [143] destaca que diferentes tipos de células mostraron diferentes comportamientos, por
ejemplo hubo un crecimiento de la cantidad de los condrocitos y de osteoblastos en la zona de mayores
tamafios de poros y para una zona intermedia entre 186-200 pum, fue mas viable para el desarrollo de los
fibroblastos. Esto sugiere que el posterior comportamiento de los condrocitos adheridos en las estructuras
Tipo I y Tipo G estara guiado nuevamente por la distribucion de los tamafios de poros. Por otro lado, es
importante la concentracion de células en el fluido, pues un incremento del nimero de células iniciales
lleva a un incremento de las células adheridas [144]. Autores como Vunjak-Novakovic [145], plantean
que el fenomeno del sembrado celular es importante conocerlo por diversas razones:(1) la necesidad de
maximizar el nimero de células adheridas en el andamio, (2) conocer la cinética de las células
adhiriéndose y para (3) controlar la distribucion de las células dentro del andamio. De estos puntos el
sistema propuesto permite obtener un control de la distribucion de las células segiin los disefios de los
andamios y conocer los valores de razones cortantes que pueden estar teniendo lugar en cada zona, esto
puede llevarnos a encontrar un valor critico de este estimulo provoque el despegue de las células de la
superficie del andamio.

La configuracion del bioreactor (anillo) influye en los perfiles de flujo en los andamios, esto puede tener
influencia en la densidad de células que se siembran en las entradas de los andamios. Existen
antecedentes de que la configuracion del bioreactor influye en la distribucién de las células adheridas
(perfusion [52]; spinner flask [146]). Para el andamio Tipo G deberia ocurrir un fendmeno semejante al
que sucede en el capitulo 4 para la estructura Gyroid RG, pero en este caso no sucede asi por diferentes
motivos: uno es la entrada del flujo en las simulaciones y otro son la cantidad y tamafios de poros de los
andamios. Ademas el flujo estd completamente desarrollado en el tramo inicial y el perfil de flujo laminar
es parabolico, creando mayores velocidades en el centro del andamio.

Ahora bien, como solamente un punto en el tiempo (méxima velocidad) ha sido simulado se desconoce
realmente cual es la cinética del proceso de sembrado celular. Por esta razon, sugerimos que para el
desarrollo de otros modelos se simulen los experimentos de adhesion celular usando un sistema de flujo
en funcidn del tiempo (transitorios) [147]. La razén cortante es dependiente de la razén de adsorcién y
puede ser determinado experimentalmente y numéricamente. El efecto de la arquitectura tri-dimensional
de la estructura de los poros podria entonces ser investigada separadamente (micro-fluidos-3D), para un
mejor entendimiento y control de las diferentes zonas en la deposicion de las células. El desarrollo de
estos sistemas modelos es necesario para validar teorias del comportamiento mecano-regulador de las
células. Estas teorias son basadas en modelos computacionales en las cuales el comportamiento
probabilistico de las células y los enfoques a partir de los estimulos mecanicos pueden alejarnos de los
comportamientos bioldgicos de las células. En esta direccion pueden encontrarse diferentes trabajos que
predicen fendmenos de proliferacion, diferenciacion y la formacion de la matriz extracelular [44],[39],

[69], [71], [107]. Particularmente se necesita visualizar a las células individuales y calcular su ambiente
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hidrodinamico provisto por un marco experimental, ajustado y soportado por algunas de las teorias

planteadas alrededor de este sistema.

5.4 Conclusiones

Un sistema modelo es desarrollado para evaluar la influencia de las caracteristicas del flujo de fluido local
en andamios disefiados en la distribucion de células después de un sembrado por perfusion in vitro. Bajo
las condiciones de perfusion analizadas la distribucion de los maximos valores de las tensiones cortantes
en las paredes estuvo en correspondencia con la distribucion de las células. Obteniendo distribuciones
homogéneas para el andamio isotrépico y una variacion gradual en el andamio de gradiente de tamafio de
poros. Mayor densidad de células correspondié con mayores estimulos y mayores tamafios de poros. El
disefio de la camara de bioreactor mantuvo su influencia en el flujo en la entrada del andamio. Este
sistema puede ser fundamental para los estudios de otras multiples estructuras para aplicaciones en

ingenieria de tejidos con organizaciones estructurales bien definidas.



Capitulo 6: Simulacion del sembrado celular en
andamios porosos mediante el movimiento de
particulas

Resumen: El sembrado celular es un momento critico dentro de la ingenieria de tejidos. Esta fase
precede a todos los otros fendmenos que tienen lugar en los cultivos o regeneraciones in vitro o in
vivo. Un elevado nimero de células y una uniforme distribucion de ellas estan asociados con
resultados beneficiosos para el cultivo. En este capitulo una nueva metodologia es propuesta para
evaluar el sembrado de las células bajo condiciones de perfusion. El proceso de sembrado fue
simulado usando un modelo multifases Lagrangiano y siguiendo las condiciones experimentales de
perfusion oscilante que se desarrollaron en el capitulo anterior. Se obtiene una descripcion cinética del
proceso de sembrado y se demuestra el dominio que se puede establecer mediante la morfologia
controlada de los poros de los andamios. El modelo permite verificar la correspondencia de
distribucion de las células adheridas con respecto a los resultados experimentales y las posiciones de
las células pueden representar una fase inicial de los procesos de mecano-biologia que tienen lugar
posteriormente.

6.1. Introduccion

La ingenieria de tejido inicia con el sembrado de las células en los andamios. Después de este paso el
conjunto andamio-células es cultivado y finalmente implantado[148]. Después del sembrado se desea
obtener un alto nimero de células vivas y una adecuada distribucion, ya que estos aspectos son asociados
con un apropiado crecimiento del tejido[90]. Esta alta densidad de células es vinculada con la posibilidad
de reducir el tiempo de cultivo o con el incremento de la formacion de tejido. De manera mas especifica
es conocido que la alta densidad de células estd vinculada con una mayor produccion de matriz
extracelular, con una mayor mineralizacion de hueso[149] y con una mayor formacion y estructuracion
del tejido cartilaginoso [150]. Ademas, la distribucion inicial de las células sobre el andamio esta
fuertemente relacionada con las propiedades mecanicas finales del tejido [52].

Por otro lado, el uso de las células humanas como fuente para la experimentacion, encarece los protocolos
en el laboratorio y requieren de la optimizaciéon o aumento de la eficiencia del proceso del sembrado
celular. De aqui que sea crucial maximizar la utilizacion de estas células obtenidas desde las biopsias en
pequetias cantidades[74].

En capitulos anteriores se ha demostrado que el control de las caracteristicas de los bioreactores y

fundamentalmente las propiedades de los andamios 3D, juegan un papel fundamental en el sembrado

Este capitulo se ha publicado en parte en: Simulation of cell seeding within a porous scaffold under perfusion
using computational fluid discrete particles motion. Andy L. Olivares and Damien Lacroix. En revisién en Tissue
Engineering Part C: Methods.
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celular. Estos controles son importantes ademas para garantizar una mejora en la migracion, proliferacion
y diferenciacion de las células, que llevaran a la obtencion final del tejido deseado.

Normalmente el sembrado celular se realiza a través de una deposicion estatica de las células
reportandose eficiencias muy variables desde 18 % hasta 85 % [51], [79], [149], [151-153]. El problema
principal en este proceso simple es que la distribucion de las células no es homogénea, presentdndose en
ocasiones mas células adheridas en la periferia del andamio y muy pocas en el centro o en el interior del
andamio [51], [151], [153]; o puede que se depositen en un solo lado del andamio, debido a la
precipitacion de las células suspendidas en el medio [92]. Por otro lado, encontramos reportes que
muestran altos valores de eficiencias y de uniformidad en la distribucion de las células para los diferentes
sistemas de bioreactores [154]. De los bioreactores presentan especial interés los de perfusion directa
debido a que han demostrado ser los mas efectivos para la distribucion de las células en andamios 3D
[76]. La eficiencia del sembrado encontrada para este Ultimo puede estar entre 40 y 90 %en
concentraciones de células de entre 10°y 107 células/mL [51], [79], [151], [155]. Uno de los principales
problemas para estos sistemas es la seleccion de los parametros como: concentracion de células en el
medio, razén de flujo de fluido o parametros relacionados con la sincronizacion de las oscilaciones para el
sembrado celular [74], [92]. Por ejemplo: Wendt et al [51] concluyd que para el sistema disefiado por
ellos a altas velocidades de flujos las células puede que no tengan tiempo a adherirse al material, también
plantean la necesidad de controlar que no sea tan baja esta velocidad llegando a ser un régimen estatico.
Pero realmente las magnitudes de flujo de fluido que pueden estar guiando estos fendmenos son
desconocidos y dependeran de los estimulos mecanicos que se crean en el interior de los andamios.

Los ensayos experimentales conllevan a variabilidades inevitables y esto sumado a la complejidad de los
diferentes fendmenos lleva a la necesidad de desarrollar un modelo tedrico que permita idealizar y
optimizar los procesos dindmicos del sembrado celular. En la literatura es posible encontrar estudios
enfocados en esta direccion. Por ejemplo Li et al. [153], desarrollaron un modelo mateméatico siguiendo
sus resultados experimentales. Ellos evaluaron la maxima densidad del sembrado probable bajo
experimentos de filtrado de células, encontrando una correlacion matematica empirica para sus
experimentos. El modelo matematico sugiere que la variacion espacial de las densidades de células puede
llevar a variaciones semejantes de las concentraciones espaciales de productos metabdlicos y nutrientes
en andamios en 3D. Otro modelo simple e empirico del sembrado celular fue el propuesto por Vunjak-
Novakovic et al.[145], ellos proponen ciertos comportamientos cinéticos y posibles mecanismos del
sembrado celular relacionados con la formacion de los agregados para ingenieria de tejido de cartilago
utilizando un bioreactor del tipo spinner flask.

Estos modelos conocidos hasta el momento, describen los resultados especificos de los autores y se hace
necesario un modelo que prediga el posible comportamiento de las células en un ambiente dindmico. Un
modelo de estas caracteristicas seria muy util para inicializar los modelos ya existentes usados para

describir la mecanobiologia en ingenieria de tejido. Hasta el momento, el sembrado celular
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numéricamente hablando es asumido, ya sea como uniforme[44], [70], o de manera aleatoria[68], [70], o
distribuido estadisticamente [69]. Se ha demostrado que este fendmeno no es trivial y que en ¢l estan
inmersos muchos factores como: biomaterial, porosidad, distribucion de poros, tipo de células,
condiciones de sembrado, etc, que marcan diferencias significativas durante el proceso de sembrado.

En el capitulo 5, se desarroll6 en el marco del proyecto “STEPS” un sistema modelo capaz de realizar
aproximaciones del sembrado celular en un sistema de perfusion [156]. Se combinan diferentes
disciplinas como: el control de la morfologia del andamio (prototipado rapido), se calculan los maximos
estimulos provocados por la perfusion (método CFD) y se obtienen las imagenes experimentales y
eficiencias experimentales después del sembrado[156]. Para el estudio presentado en este nuevo estudio
se hard referencia a algunos de los resultados obtenidos en el capitulo anterior; esto debido a que se ha
replicado las condiciones experimentales anteriores con el objetivo de desarrollar una nueva metodologia
que permita predecir y describir el sembrado celular bajo condiciones de perfusion. La hipotesis es que
mediante un modelo de sembrado celular se podra optimizar el proceso de sembrado a través de la
descripcion fisica del fendomeno y para lograrlo se ha propuesto discretizar las células y proponer un

proceso de adhesion controlada.

6.2. Materiales y Métodos

6.2.1 Construccion de los modelos y descripcion de las condiciones del sembrado

En el capitulo 5, se describe que un total de aproximadamente 5 millones de condrocitos articulares
humanos fueron suspendidos en 8mL de medio de cultivo y que se aplic6 un flujo de perfusion oscilante
durante 16h[156]. Dos disefios de andamios fueron fabricados por estereolitografia con foto-
polimerizable poli (D, L-lactico) (PDLLA) (densidad del sélido, 1279 kg/m’,[117]), permitiendo obtener
un andamio con un disefio isotropico (Tipo I) (figura 6.1a) y con un tamafio de poros constante en la
direccion radial y otro andamio con un gradiente de tamafio de poros en la direccion radial (Tipo G)
(figura 6.1b), ambos con unas dimensiones globales de 8 mm de diametro y 4 mm de altura.

Los modelos para el estudio fueron creados partiendo de las iso-superficies de pCT obtenidas
digitalmente con el programa MicroView. Las mallas superficiales fueron tratadas y el volumen
desarrollado represent6 a todo el medio de cultivo en el experimento y fue desarrollado en los programas
Mimics (Materialise), Patran (MSC. software), Fluent 12.1 (Ansys). Los modelos fueron desarrollados
con un total de 3 /42 140 de elementos mezclados (tetraedros y pentaedros) para el andamio Tipo I y con
3 066 382 elementos mezclados (tetraedros y pentaedros) para el andamio Tipo G. El volumen total de

fluido (/%) analizado para ambos andamios fue de 9 mL.
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Fig 6.1. Las superficies reconstruidas desde las imagenes de pCT de los andamios. (a) Distribucion del tamafio de
poro isotropico [Tipo I] (b) variacion gradual de los poros en la direccion radial [Tipo G].

Los valores de los tamafios de poros determinados en el capitulo anterior fueron para el Tipo I,
412+13 um; y para el Tipo G (en el centro = 500um y en la periferia ~250um) y porosidad (Tipo I, 62+]
%; Tipo G, 56+3 %). El area superficial total disponible para la adhesién de las células es de 635 mm’para
el andamio Tipo Iy de 659 mm’para el andamio Tipo G, calculadas ambas a partir de las mallas de

elementos finitos.

6.2.2 Descripcion numérica del sembrado celular de perfusion

El proceso de sembrado celular fue simulado usando un modelo discreto lagrangiano implementado en
Ansys Fluent 12.1[157] y que sigue una aproximacion numérica Euleriana-Lagrangiana. El medio de
cultivo DMEM a 37 °C (viscosidad, =107 Pa-s; densidad, p=10° kg/m’) [120] es tratado como un fluido
de medio continuo y laminar guiado por la ecuacion de Navier-Stokes (Ec. 6.1) y la ecuacion de
continuidad (Ec. 6.2), donde u y Vp son la velocidad de fluido y el gradiente de presion respectivamente.
El medio de cultivo es la fase principal del modelo y es la encargada de arrastrar y guiar el movimiento de
la fase dispersa, que en este caso seran las células. Las células seran simuladas como particulas esféricas
inertes de diametro de d—=10 pm (similar al tamafio promedio de un condrocito [145]) y se aplica una
viscosidad a las células de n=5*107 Pa-s [158], una densidad de las células de p=10’ kg/m’[159], y una
tension superficial ys=0.03 N/s [160].

El movimiento de las cé€lulas en el fluido fue gobernado mediante la ecuacion del movimiento traslacion
de las particulas (Ec. 6.3), no se tiene en cuenta la posible rotacion de las células en el medio. En la Ec.6.3
los términos relacionados fueron u, velocidad del fluido; u., velocidad de las células; F)p (u-u.), fuerza de
arrastre por unidad de masa de células y F;, que es la fuerza de suspension. Una fuerza de arrastre
esférica (Fp) fue aplicada como fuerza principal que gobierna el movimiento de las células (Ec. 6.4). Esta
fuerza depende de las propiedades del fluido y de las células, del numero de Reynolds (Re) y del
coeficiente de suspension (Cp) (Ec. 6.5) que es calculado mediante coeficientes a;,a a3 en este caso para

particulas esféricas para diferentes Re, estos valores son propuestos por Morsi y Alexander[161].



Simulacion del sembrado celular mediante el movimiento de particulas 94

Sustentacion

Resistencia -
Arrastre

Fig 6.2. Representacion esquematica de las fuerzas que estan actuando en la particula y que guian su movimiento.
Fuerza principal la de arrastre y fuerza estabilizadora la de sustentacion. Las otras fuerzas son despreciadas.

pli- Vi= —Vp +nV 24; 6.1)
V- u=0; (6.2)
duc
d—ut =Fp(u—u,) +Fy; (6.3)
181 CpRe
p = S, (6.4)
Cp=a, +2+-2 (6.5)

Re = Re?

La fuerza de sustentacion de Saffman (Ec.6.6), resulta del efecto de las tensiones cortantes del fluido y se
muestra como una distribucion no homogénea de presiones alrededor de la particula. Su direccion es
perpendicular al movimiento del flujo (figura 6.2), lo cual ha sido vinculado con la estabilidad del
fenémeno deposicion [162]. Esta fuerza depende de la velocidad del fluido, de la velocidad de la particula

de la razon cortante y = du / dy , del didmetro de la célula y de las propiedades del fluido (Ec. 6.6). Hay

que senalar que Fy, sera positivo en la direccion y si u>u [157], [163].

1
ZKLWEPd' j > =
N @ ) (6.6)
ppdp(dy pdi)*

F, =

Otras fuerzas tales como las causadas por los efectos de la gravedad y de los impactos entre las células
son despreciadas. El efecto de la fuerza de gravedad para cada particula no es importante debido a que el
tamafio de las particulas es muy pequefio (d.=10pm) y no es relevante comparado con la energia con que
el fluido arrastra a las células en cada oscilacion, ademas analiticamente se puede demostrar que segun las
propiedades que se han asumido para las células (p..= p), la fuerza de gravedad es cero (ver anexo c). Por
otro lado las interacciones entre las particulas son despreciadas, debido a que la volumen total de las

células es muy pequefio (0.026mL) comparado con el del fluido (9mL) y por lo tanto el efecto que puedan
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generar sus impactos no van a ejercen ningiin cambio en el movimiento de todo el flujo. Otras fuerzas
como las brownianas o termoforéticas han sido despreciadas debido a que no nos encontramos en
presencia de gases o de particulas submicronicas que seria condiciones mas especificas para aplicar estas
fuerzas (ver mas detalles en el anexo C).

Un flyjo de fluido laminar, incompresible y transitorio ha sido aplicado, donde inicialmente un total de Nc
~ 5 millones células fueron suspendidas mediante inyeccion bajo un movimiento constante de fluido
desde una de las caras de los modelos (figura 6.3a). Para lograr una uniformidad en la suspension de las
células, un total de 845 inyecciones cada 0.15 s (a una velocidad de 1 mm/s) se realizaron teniendo en
cuenta que las células inyectadas no deben tocar las paredes del andamio, cuando finalicen estas
inyecciones. Después de la suspension de las células en paso anterior y de manera continuada se aplica un
movimiento oscilante del fluido simulando la acciéon de la bomba peristaltica en el experimento de
sembrado celular (figura 6.3b). El control de las condiciones de flujo que se han descrito se logra
mediante la aplicacion de un flujo de masa m impuesto en ambos extremos de los tubos de silicona. El
maximo flujo m,,, corresponde con la velocidad maxima 1 mm/s y que es multiplicada por la funcion
cosenosoidal que dependera del periodo (7) y del tiempo real (¢) (Ec. 6.7) (figura. 6.3c), para la
modelacion de la fase de flujo oscilante (ver subrutina anexo D). El periodo usado fue igual a 144 s
correspondiendo con la relacion proporcionada por los experimentos de 400 ciclos en 16 h reportado para
los experimentos de capitulo 5 [156]. El paso de tiempo usado para la lectura de los datos durante el flujo
alternante fue de 36 s. Para cada paso de tiempo la eficiencia del sembrado celular (e) fue calculada (Ec.
6.8) como el porcentaje que representan las células adheridas (Na) respecto a las células iniciales

suspendidas (Nc).

me =mg  C os(%) (6.7)

La concentracion de células en el fluido (C) (Ec.6.9) fue también calculada como la relacion existente
entre las células que se van quedando suspendidas en el volumen inicial de medio de cultivo (V¥). El
modelo fue simulado hasta un total de 2 h de sembrado celular correspondiente con 50 ciclos. Para el
analisis de la distribucion de las células en la superficie del andamio, el nimero de células normalizado en
relacion al volumen correspondiente a anillos de espesor 100pum y de esta manera fueron comparadas con

las densidades de células de las imagenes confocal de los experimentos del capitulo 5.
Na
e=1* 100(%) (6.8)

€ = == (Cells/mL) (6.9)



Simulacion del sembrado celular mediante el movimiento de particulas

96

® Células Suspendidas
¢ Células Adheridas

70T U_0
00 00° ¢
o0o00®

m=r + cos(2mt/T)
max

104 R -+ Carat
= i e i —=— Cara2
u s D BT ;

3 05 : ,; ) : i

L] [ Foiy :

= 0 1 % i H LI r“' 4
© A |

E DS AN

(] . % [ I

T . ; ORI

% 1.01 : i ¥ ¥

(TN T T T T T T T

0 100 200 300 400 7320 (2horas de Oscilaciones)
Tiempo (s)

Fig 6.3. Esquema de las condiciones dindmicas a) Proceso de inyeccion bajo velocidad constante de 1mm/s.
Representacion del volumen de fluido llenado por las células después de la tltima inyeccion, teniendo en cuenta que
estas no toque la superficie del andamio. b) Dispersion de las células durante las oscilaciones del fluido. ¢) Grafica
de las magnitudes de las condiciones tanto para la inyeccion como para los ciclos que se repiten durante 2 horas de

experimentacion. El maximo flujo es igual a 1 kgm™'s?, donde la velocidad normal de u,=1mm/s.
Nota: Las esferas que representan a las células en los esquemas, asi como el volumen de fluido representado no estin a escala.

6.2.3 Condiciones de la interaccion célula-andamio

Las células suspendidas y en movimiento cuando impactan con paredes diferentes a las del andamio

(caras de condiciones de perfusion, camara o tubos del bioreactor) rebotan segun un coeficiente de

restitucion igual a [ aplicado en las direcciones normal y tangencial. Se comprueba la no existencia de

adhesion en estas paredes durante la simulacion. La interaccion de las células con la superficie del

andamio (biomaterial) es un fenomeno muy complejo, pero para este primer estudio se ha simplificado en

términos de adhesion (cuando las células impactan el andamio) o no adhesion; de manera que se espera

obtener un maximo valor del sembrado de células, para este tipo de arquitecturas. También como las

interacciones entre las células y los biomateriales no es un fenémeno de caracter agresivo, durante el

tiempo analizado no existird ningun otro fendémeno capaz de cambiar las propiedades del biomaterial,

como podrian ser erosion, corrosion, etc.
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La adhesion de las células fue controlada mediante la formulacion Wall Film (WF)[157], [164]
implementada en FLUENT 12.1 (Ansys). La teoria de WF es una formulacion disefiada para la
simulacion de la creacion finas capas de combustibles en los motores de combustion interna, a partir de
las gotas que impactan con las paredes internas del motor. La combustion es un fenomeno donde
intervienen altas temperaturas 7y [temperatura de ebullicion, T,]) y donde la energia de impacto (E) suele
ser alta (Fig. 6.4a). La adaptacion de esta teoria a los fendmenos bioldgicos en cuestion es simple, debido
a que las magnitudes tanto de temperaturas como de energias de impactos son muy bajas y al evaluar los
posibles resultados a obtener figura 6.4, obtenemos que siempre las células que impacten con las paredes
del andamio quedaran adheridas. Ademas esta condicion stick, asume que las células mantienen su forma
esférica en la superficie donde se pegan, este comportamiento corresponde al comportamiento observado
para condrocitos después del sembrado [145], siendo ademas este el tipo de células que se van a simular
en este estudio. Las otras variantes (spread, rebound, splash) (Fig. 6.4b) pueden ser objeto de estudio para
trabajos futuros donde se desee discernir entre diferentes comportamientos de las células en las paredes

después de adheridas e incluso puede estudiarse la variante de separacion de las células de la superficie.
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Fig 6.4. a) Posibles comportamientos de adhesion que estan asociados a la condicion de Wall Film Fluent (Ansys)
manual [157]. b) Esquemas de los varios regimenes que pueden ser identificados (modificado desde Stanton et al
[164]).
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6.3. Resultados

El movimiento del fluido arrastra a las células hasta el interior del andamio. La oscilacion del fluido hace
que las células suspendidas cambien de direccion, pero no todo en una linea paralela al flujo del fluido,
esto debido a la accion de la fuerza de suspension. Los puntos analizados para las diferentes oscilaciones
se mantienen en régimen laminar en las cercanias de los andamios con numeros de Reynolds Re maximos
de (Reripo 1 =0.54; Rer,, ¢ =0.52).Los perfiles de velocidades son transitorios y no homogéneos, por lo
tanto la energia que tiene en movimiento a las células cambia constantemente. En las figuras 6.5 y 6.6 se
pueden observar las distribuciones de células en los modelos de sembrado generados. Se muestran las
células que estan suspendidas (marrén) y adheridas (verde), para 15 min y 1 hora de perfusion de fluido.
Se puede observar en las imagenes que para 15 min de oscilaciones ain existe una gran cantidad de
células cercanas al andamio, por lo que atun en este tiempo la probabilidad de que las células contintien
impactando y adhiriéndose en los andamios es elevada. Sin embargo si analizamos pasada una hora de
oscilacion encontramos que existen relativamente pocas células alrededor de los andamios y que la
frecuencia de las oscilaciones puede que no garanticen que todas las células estén atravesando la
arquitectura del andamio. Ahora bien, aunque la influencia del tiempo en el comportamiento de las
células suspendidas en el fluido fue muy similar visualmente (figuras 6.5 y 6.6), ya se puede observar
como para el andamio con gradiente de tamafios de poros (Tipo G) se obtuvo una distribucion de células
que corresponde con la distribucion de los poros y con los analisis realizados en el capitulo 5. Se muestra
en la figura 6.6 como hay mucho menos cantidad de células en el exterior del andamio y como esto puede
ser una combinacion del anillo del bioreactor y de los pequefios tamafios de poros disminuyendo el
transporte de células en la zona exterior del andamio Tipo G. La distribucioén de las células (verde) es
mostrada mediante los puntos que representan las posiciones de los centros de las particulas esféricas,

debido al alto coste computacional que significa la visualizacion de estos 5 millones de esferas.
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Fig 6.5. Distribuciones de las particulas en el medio de cultivo en dos diferentes tiempos de las oscilaciones 15min y
lhora para el andamio tipo I. Se muestran las células que se van adhiriendo al andamio y las que contintian
suspendidas. Nota: Imagenes tomadas a partir de la interfase grafica del modelo (puntos centrales de las esferas de

10pm)

Solamente graficando las posiciones de las células que estan adheridas se pueda observar desde una vista
superior la evolucion de la distribucion de las posiciones de las células en el tiempo (Fig.6.7). Los
tiempos seleccionados para visualizar el desarrollo del sembrado fueron 4.8 min, 15min, 30min, 2 h. Se
muestra el efecto de la morfologia del andamio en la distribucion de las células. Desde el mismo inicio,
aparece una distribucion de células uniforme en el andamio Tipo I y que continfla aumentando su

densidad en el tiempo pero manteniendo la uniformidad.
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Tipo G

Fig 6.6. Distribuciones de las particulas en el medio de cultivo en dos diferentes tiempos de las oscilaciones 15min y
lhora para el andamio tipo G. Se muestran las células que se van adhiriendo al andamio y las que contintian
suspendidas. Nota: Imagenes tomadas a partir de la interfase grafica del modelo (puntos centrales de las esferas de

10pm)

También en la figura 6.7 se puede dar seguimiento al nimero de células que se han ido depositando y se
muestra como inicialmente las deposiciones son significativamente mayores en el primer cuarto de hora
(1.5-2 millones de células) comparado con lo que ocurre en el resto del tiempo simulado (= 0.5 millon),

esto de manera general para los dos andamios.
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TIPO | ; TIPO G

Inicial . Inicial
Células 88226
Células 129752

4.8min
Células 904237

15min
Células 1975882

30min
Células 2273879

Células 2370683 Células 2147591

Fig 6.7. Vista superior de la posicion de todas las células adheridas en el andamio Tipo I y para el andamio Tipo G.
El nimero de células adheridas en mostrado para algunos tiempos especificamente.
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La variacion de eficiencia del sembrado de células durante las 2h de experimentos que han sido simuladas
es mostrada en figura 6.8. Durante este tiempola eficiencia maxima alcanzada para el andamio Tipo I es
de 47.54%, mientras que para el andamio Tipo G, la eficiencia es igual a 43.15%. Los valores de las
eficiencias caculadas en el modelo estan en correspondencia con el rango obtenido experimentalmente en
el capitulo 5, entre 40 y 60%, pero teniendo en cuenta de que experimentalmente se analizé un tiempo
mayor de 16h. Seglin la grafica que describe el comportamiento de la eficiencia del sembrado en el
modelo, para los primeros 30min (12 ciclos), el sembrado experiment6 un crecimiento considerable, hasta
que alcanza un determinado equilibrio. Este equilibrio no significa que no se adhieren mas células, sino
que no es un nimero significativo en comparacion con el nimero inicial (ver figura. 6.7). En un analisis
detallado del modelo en los primeros 15 minutos se puede observar que existe cierto grado de
repetitividad en el comportamiento del nimero de células que se adhieren en cada paso de las
oscilaciones (figura 6.9). Este comportamiento si lo observamos por ciclos se muestra como va

disminuyendo la cantidad de células que se van depositando en el tiempo.
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Fig 6.8 Eficiencia del sembrado celular bajo perfusion para 2h
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Fig 6.9. Numero de células adhiriéndose en cada paso de tiempo para ambos andamios. Gréfico para la zona inicial

Siguiendo el comportamiento mostrado por las simulaciones, se busca un modelo matematico capaz de
describir el proceso especifico que se observa para cada andamio, de manera tal que pueda ser controlado
en un ensayo experimental. Para lograrlo se analiza la concentracion de células en el fluido, la cual es
inicialmente controlada (Cy) y la cantidad de células que se adhieren al final de la experimentacion (C,).
La concentracion de células en el fluido C, disminuye siguiendo un comportamiento exponencial para
ambas estructuras (figura 6.10). Las curvas muestran un ajuste de R’=0.996 para el andamio Tipo I y un
R’=0.985 para el andamio Tipo G, confirmando la tendencia exponencial. En la figura 6.6, se toma como
referencia que para 2h se obtendra el valor minimo de células suspendidas en el medio. Este valor se fija

en cero para obtener la dependencia grafica del proceso de sembrado, es por esta razon que en la ecuacion
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de las oscilaciones correspondiente a 9 ciclos.
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propuesta para optimizar el sembrado (ec.6.9), la maxima concentracion es igual a C(0)=Cy-C,.
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Fig 6.10 Concentracion de células en el medio de cultivo. Tendencia exponencial ajuste y valores para cada uno de
los andamios estudiados.

Cripo ) = 0. 258% 00178¢ (6.10)
Cripo () = 0. 220 00119 (6.11)
C(t) = (Cy —C e™ (6.12)

En la Ec 6.12 que es una generalizacion de las Ecs 6.10 y 6.11, « es un valor constante que dependera del
tipo de estructura, de material y de las condiciones. Mediante esta ecuacion determinada numéricamente a
través del modelo y con la realizacién de una experimentacion donde se determine C, yC,, es posible

determinar el tiempo Optimo para obtener un maximo de nimero de células adheridas.

(%) = “Lockiizel 4 10 (6.13)
ring
(%) = —2Veitua__, 100 (6.14)

Aring*landani o *(1-¢)
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Para comparar los resultados de los modelos con los resultados experimentales (figura. 6.11), se han
tomado los resultados de las distribuciones al final de los sembrados. En los experimentos las imagenes
de confocal fueron tratadas y los pixeles negros representaran bidimensionalmente la densidad de células,
estos valores fueron analizados en correlacion con el radio de las muestras subdivididas en anillos
concéntricos de 100um de espesor (Ec. 6.13). Estos valores fueron comprados con la densidad de células
equivalente en los modelos propuestos, pero a diferencia del experimental es necesario normalizarlo en
relacion al volumen que representan los anillos de 100pm (Ec. 6.14), debido al control tridimensional de
las posiciones de las células.

Las densidades de células son mostradas en las figuras 6.12 y 6.13, en relacion al radio de los andamios.
La uniformidad es evidente en el andamio Tipo I (figura 6.12), aunque los valores de densidades
presentan valores totalmente iguales. No obstante se puede dar como valido este resultado teniendo en
cuenta que se ha intentado en el modelo simular el maximo valor de deposicion de las células. Para el
andamio Tipo G, la distribuciones son similares con mayores valores de densidad en el centro del
andamio y menores en la periferia, pero en aproximadamente 2mm de la periferia los valores

experimentales son mostrados por encima de los del modelo.

Fig 6.11 Distribuciones de células comparadas entre los experimentos (izquierda) y los modelos de particulas
(derecha). Se muestra el andamio Tipo I en las imagenes superiores y el andamio Tipo G en las inferiores.
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Fig 6.12. Distribucion de las células en 2 h (Simulacién) comparada con la distribucion de las células
(Experimental) después de 16h (Tipo I)

T T T

100 n ®  TipoG -Modelo F100 4

° —m—TipoG -Experimento =

g g

2 80 §

;\3\ o

< Lo &

2 =4

= ®
[]

I 2

© L40

S i

3 B

B e Lo 3

! L] el

& ...I.. el y g

L L L @

0 . : : i , LT 11 L i
0 1 2 3 4

Radio del Andamio (mm)

Fig 6.13. Distribucion de las células en 2 h (Simulacién) comparada con la distribucion de las células
(Experimental) después de 16h (Tipo G)

La penetracion que estan teniendo las células en los andamios pueden también ser graficadas, seglin las
coordenadas z de las posiciones adheridas (figura 6.14). Las diferencias mas significativas estan
relacionadas con el transporte de las células como se muestra en las figuras 6.14 a y b existe una
distribuciéon mas uniforme en el interior de los poros para el andamio Tipo I que para el Tipo G. Es
evidente que el flujo de fluido arrastra a las células por el centro del andamio Tipo G y realiza una mayor
distribucion en el andamio de poros uniformes. El efecto de las oscilaciones para ambas estructuras

muestra mayores concentraciones de células en las entradas de los andamios (figura 6.14c).
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Fig 6.14. Distribucion de las células en la altura de los andamios (a) Tipo I y b) Tipo G. c) grafica que muestra la
cantidad de células que se encuentran en subdivisiones de 200um en la altura del andamio.

6.4. Discusion

Este estudio estd motivado por la necesidad de optimizar el sembrado celular en andamios 3D. Se conoce
que son muchos los factores que estan vinculados con este fendmeno y que su complejidad ha conllevado
a que no se conozcan antecedentes de modelos que se hayan desarrollado especificamente para simular el
sembrado celular. La mayoria de los modelos numéricos de mecanobiologia aplicada a la ingenieria de
tejidos asumen una distribucion aleatoria y por lo tanto se estd condicionando el inicializado de otros
fenémenos. Debido a que el sembrado celular es un proceso critico en el control del cultivo in vitro en
este estudio se ha desarrollado una nueva metodologia que puede ser de gran utilidad para la prediccion
del sembrado celular.

La fisica del estudio esta basada en vinculas el desplazamientos de las células bajo perfusion con el
movimiento de particulas que son arrastradas por un fluido y simuladas a través de una formulacion
Lagrangiana. Existen antecedentes de intentar estudiar experimentalmente la velocidad de las células
mediante PIV (Particle Imaging Velocimetry) encontrando relacion entre los desplazamientos de las
particulas y las posiciones de las células todo esto en 2D (camara micro fluidica)[165]. Para la deposicion

de las células se aplic6 una formulacion denominada Wall Film, la cual es mayoritariamente utilizada en
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ingenieria mecéanica para la descripcion de la deposicion de combustible en la cdmara de motores de
combustion[164], [166], [167]. Unicamente el rango donde la particula que impacta se adhiere es
simulado, pero la formulaciéon presenta otras variantes que puede expandir este modelo de sembrado
celular donde se incluyan diferentes energias superficiales o topografias que podrian ser relacionas con el
tipo de biomaterial utilizado y con la posibilidad de extension de las células en las superficies (ver
figura 6.4).

Seglin los modelos desarrollados los valores de eficiencia del sembrado bajo perfusion para ambos
andamios Tipo I y Tipo G en 2h estan dentro de los valores reportados en la literatura [50], [74], [168],
para ensayos de perfusion, pero especificamente coinciden con los valor encontrados para los
experimentos [156], aunque el tiempo analizado para estos ultimos fue de 16h. Este resultado es debido a
que el modelo maximiza la cantidad de células que pueden estar adhiriendo, ya que todas las células que
impactan se adhieren y se presume que en la realidad no es asi el comportamiento.

Se puede observar que el equilibrio de células adheridas que se alcanza a los 30 min. Este
comportamiento corrobora la hipotesis de que es posible la optimizacion del fenomeno de sembrado
celular mediante un modelo numérico. Las diferencias de las morfologias de los andamios llevan a
diferentes valores de la eficiencia, indicindonos que el nimero de células que esta impactando es
diferente para las diferentes morfologias, esto puede ser observado con mayor énfasis si utilizdiramos
morfologias totalmente diferentes o irregulares. La optimizacion por lo tanto queda sujeta a la morfologia
del biomaterial poroso y por lo tanto no es posible generalizar los comportamientos en el tiempo.

No obstante y como se muestra en el estudio es posible hallar una relaciéon exponencial (Ec. 6.12) que
describe la cantidad de células que van quedando suspendidas y mediante la cual se podria seleccionar un
tiempo de experimentacion Optimo y una concentracion inicial dptima en correspondencia con lo que se
desee finalmente. Esto teniendo en cuenta como se ha planteado anteriormente obtener mediante el
modelo el factor k relacionado con la estructura en cuestion.

Aunque el desarrollo de esta metodologia estd pendiente de validar, verificar y parametrizar, se han
realizado comparaciones con los ensayos experimentales que se exponen en el capitulo 5. Los resultados
para ambos andamios corroboraron que la distribucidon de las células en el interior de los disefios de
andamios corresponde con las imagenes que se tomaron después de la experimentacion. Estos resultados
dan pie a pensar que la metodologia es correcta, pero es necesario mas estudios que permitan eliminar las
limitaciones relacionadas sobre todo con las condiciones de adhesion de las células, donde se incluyan
mas factores biologicos y quimicos. Asumir una adhesion completa podria entenderse como valido en
estas condiciones debido a que los maximos estimulos mecanicos estudiados en el capitulo 5 mostraron
valores por debajo de los valores reportados para que se despeguen las células de la pared del andamio.

El comportamiento exponencial reportado en este estudio para las células que se van quedando

suspendidas en el medio, también ha sido reportado anteriormente por otros autores, pero estos han usado
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otros sistemas de sembrado celular (filtracion [153]; spinner flask [145]). Ademas ellos han graficado
directamente sus resultados experimentales y no intentan proponer un modelo mas universal.

Una mayor cantidad células son sembradas en los poros que tienen mayor tamafio e intuitivamente esto
puede ser contradictorio si se analiza desde el punto de vista de que en menores tamafios de poros existe
una mayor area superficial para que ocurra la adhesion. EI modelo por lo tanto sefiala que es el transporte
de las células la base fundamental que guia la distribucion del sembrado y en este caso como los mayores
flujos se encuentran en los poros centrales del andamio Tipo G, es por donde viajan mayor cantidad de
células. Ahora bien, los beneficios que puede producir este incremento de la concentracion inicial de las
células pueden estar limitados finalmente con el area superficial disponible en el andamio, aunque
mediante el modelo también se observan cluster de células, lo cual podria ser una de las razones por las
cuales la cantidad de células adheridas se reduce en el tiempo. Otro punto es que en la imagen de confocal
para el andamio Tipo G se muestra una elevada cantidad de células que podrian ser en parte el resultado
de una proliferacion, aun asi las correlaciones continuarian siendo validas.

Las células distribuidas en el volumen interior del andamio es pequefio comparado con el volumen del
fluido donde estan suspendidas las células, lo cual puede provocar que para algunas células se les dificulte
llegar con el periodo de oscilacion aplicado hasta las inmediaciones del andamio. El proceso de oscilacion
efectivamente mejora la perfusion en andamios 3D. Este modelo multifases puede convertirse en una
herramienta simple y capaz de estudiar el fendmeno bajo condiciones de perfusion siempre teniendo en
cuenta que es necesario conocer la morfologia del material y el disefio de la cAmara del bioreactor. La
tendencia futura es incluir un modelo de separacion que permita diferenciar entre los tipos de
biomateriales a partir de su afinidad a la adhesion y extension de las células, esto puede ser implementado

mediante los valores de tensiones cortantes.

6.5 Conclusion

Una nueva metodologia basada en el movimiento de particulas en un medio fluido es propuesta para la
simulacion del sembrado celular bajo perfusion directa. Las distribuciones de las células fueron muy
similares a la obtenida en los experimentos. La eficiencia del sembrado mostré valores similares a los
obtenidos experimentalmente en un tiempo menor. La necesidad de la optimizacion del sembrado celular
nos lleva a que este proceso es controlable mediante tendencias exponenciales, debido a que alcanza un

cierto valor de equilibrio en el tiempo.



Capitulo 7: Conclusiones y perspectivas futuras

7.1 Resumen de los principales resultados

En esta tesis doctoral se han llevado a cabo varios estudios enfocados en el area de la ingenieria de
tejidos. Todos los trabajos se encargan de predecir los fendémenos que tienen lugar en condiciones
experimentales. La idea principal ha sido dirigida al control de la estructura de los andamios, pero
intentando en todo momento vincular las condiciones in vitro, los resultados experimentales y el posible
comportamiento de diferentes tipos de células.

El primer estudio desarrollado en el capitulo 3, fue basado en la necesidad de seleccionar un bioreactor
para desarrollar un cartilago articular de un didmetro siete veces superior a lo que hasta el momento se
han usado experimentalmente. Numéricamente se determind que un escalado de un bioreactor que habia
aportado excelentes resultados para la generacion de cartilago [50] no garantiza la uniformidad de la
distribucién de fluido sobre el andamio. La variante seleccionada consiste en aplicar multiples entradas de
flujos que garantice una mejor distribucion de las velocidades de entradas en el andamio.

El estudio muestra la importancia del disefio de la camara del bioreactor sobre todo si se desea obtener
tejidos funcionales y con dimensiones y formas acorde al defecto a sustituir clinicamente. Las
simulaciones numéricas han permitido la reduccion de los costes de la aplicacion de los protocolos
experimentales. Se demostr6 que el bioreactor seleccionado fue efectivo para la construccion del cartilago
articular, el cual presenta ademas propiedades mecénicas interesantes y manejabilidad para su aplicacion
clinica.

Como un complemento importante en este capitulo se desarrollo una formulacioén simple que permite la
simulacion de un material poroso (andamio) dentro de un modelo CFD. Se idealiz6 el poroso como si este
fuera un fluido muy viscoso, simulando asi la resistencia al paso del fluido. Esta formulacién es posible
de ser aplicada a diferentes aplicaciones dentro de la ingenieria, geologia, bioingenieria; pero es muy
importante tener en cuenta de manera estricta los volimenes a simular. Ademas, aunque la zona del
andamio se comporté como si estuviéramos en presencia de una fase saturada la fase sélida y la fluida,
hay que sefalar que no se trata de una formulacidén poro-elastico y por lo tanto el comportamiento y el
tratamiento no debe ser el mismo.

Debido a que mediante el estudio anterior la estructura del andamio fue homogenizada, se decidio
estudiar la escala de los poros de los andamios. Por eso en el capitulo 4 es estudiada la influencia de las
morfologias de los andamios, asi como las variaciones de las condiciones de cultivo en resistencia

mecanica, estimulos relacionados con la diferenciacién o la distribucién de fluido para el sembrado
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celular. Se demostr6 la importancia que tiene el control de las estructuras durante el cultivo, ademas se
incluyen los estudios fluidos como un paso importante a tener en cuenta para la caracterizacion de los
andamios.

Las estructuras hexagonales presentaron mayor rigidez que los disefios giroide. Las distribuciones de los
estimulos tanto desde la fase solida como fluida son mas homogéneamente distribuidos en las estructuras
tipo hexagonal. La orientacion de las estructuras hexagonal es un factor a tener muy en cuenta a la hora
de ser estudiadas o implantadas debido a que presentan comportamientos muy diferentes entre ambas
posiciones. Las estructuras giroide a demas de brindar la posibilidad de obtener una estructura totalmente
homogénea, se muestra como la posibilidad de obtener gradientes graduales de tamafios de poros. En
general la accesibilidad del fluido fue mejor en las estructuras giroide, siendo esto vinculado a una
uniforme distribucion de células en la fase de sembrado y con la llegada de nutrientes y oxigeno a todas
las partes del interior del andamio.

En este capitulo se estudia ademas la posibilidad que puede brindar las diferentes estructuras en la
diferenciacion de diferentes tejidos, mediante la aplicacion un modelo de mecano-regulacion. Se encontro
que las variaciones de un fenotipo a otro son mas sensibles a las variaciones de velocidad del fluido.
También se muestra como las estructuras bajo las condiciones aplicadas presentan mayor posibilidad de
diferenciarse en tejido dseo y solo en casos aislados superar el 60% de obtencion de cartilago. Se plantea
la posibilidad de obtener mapas que permitan para cada estructura determinar las condiciones Optimas
para la diferenciacion de un linaje osteogénico o condrogénico. Estructuras con gradientes de poros son
estudiadas para los disefios giroides mostrando la posibilidad de obtener zonas de variaciéon gradual de
estimulos y de posibles tejidos. Esto plantea la importancia que puede significar este tipo de disefios para
sustituir defectos como los osteocondrales.

Debido a que la estructura giroide permite la posibilidad de las variaciones graduales similares a las
naturales y como mostr6é mejor accesibilidad del fluido, fueron escogidas para el capitulo 5 dos tipos de
estructuras para realizar estudios de la fase de sembrado celular. Basados en tres cuestiones
fundamentales: control de estimulos, estructuras y condiciones experimentales. Con estas premisas fue
disefiado un sistema modelo que podria ser el primer paso para vincular los resultados de estimulos
mecanicos y la distribucion de sembrado en andamios 3D bajo condiciones de perfusion.

En este estudio se desarrollan los modelos de los andamios completos a partir de las imagenes de
microCT y se incluyen algunos detalles de la camara del bioreactor en los modelos de CFD. Se muestra
como para mayor tamafnos de poros y donde se alcanzan los mayores valores de estimulos mecanicos, la
concentracion de las células después de sembrado es mayor. En el andamio con una distribucion
homogénea de poros se mostré una distribucion también uniforme de las células.

Se concluye que el transporte de las células que ha sido descrito a través de los perfiles de la maxima
velocidad de fluido es el factor que guia la distribucion de las células después del sembrado. Se muestra la

relacion existente entre tension cortante de fluido, velocidad media del fluido y la densidad de células.
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Aunque el fenomeno que sucede no es descrito en este estudio, se muestra un método simple que puede
ayudar a determinar segun la estructura real del andamio cual es la relacion que existe entre los estimulos
especificos y la densidad de las células.
El capitulo 6 tiene su base en los resultados obtenidos en el capitulo 5; debido a la relacion existente
entre los maximos valores de estimulos, las estructuras y la distribucion de las células se decidio
desarrollar una nueva metodologia que permita simular el proceso de sembrado celular. Los resultados
mostraron que la metodologia es verificable mediante los resultados experimentales obtenidos
anteriormente. La discretizacion de las células como particulas esféricas permite el control de las
posiciones de las células que se han adherido al andamio. Esto puede convertirse en un punto de partida
para los modelos de mecano-biologia.
Se desarroll6 a través de la nueva metodologia la evolucion del proceso de sembrado celular, donde la
tendencia de la concentracion de las células suspendidas en el fluido es exponencial y es relacionada
ademas del tiempo y con un factor que puede estar representando la distribucion de los poros en los
andamios. Se ratifica el transporte de las particulas como un factor clave en el sembrado celular y se
muestra como la oscilaciéon es un proceso necesario para la penetracion de las células en el interior del
andamio. La relacion existente entre la columna de fluido y las oscilaciones tienen una elevada influencia

en la cantidad de células que llegan a la superficie del andamio.

7.2 Limitaciones de los estudios

En esta tesis todos los estudios son basados en métodos numéricos y son muchos los aspectos que son
necesarios asumir para la simplificacion y para un mejor entendimiento de los fenomenos. No obstante a
medida que van evolucionando los estudios que se han presentado en esta tesis se ha ido intentando
suprimir algunas de estas limitaciones.

Inicialmente en el capitulo 3 se asume una morfologia de andamio con propiedades homogéneas mediante
la introduccion de la viscosidad aparente. Al no tener en cuenta la morfologia del andamio la distribucion
de las magnitudes de fluido en el interior del andamio no se pueden vincular con su efecto en el cultivo
del cartilago articular. También las condiciones son aplicadas para velocidades de flujos maximos
estables en el tiempo.

En el capitulo 4, estudiar la morfologia del andamio es el objetivo principal del capitulo y por tanto una
de las limitaciones es solventada. No obstante durante el estudio se presentan otras restricciones, como
por ejemplo que las estructuras son ideales a partir de los disefios CAD, conociendo que la fabricacion es
un factor importante, esta idealizacion es una limitacion. Los elementos representativos de volumen son
seleccionados para cada disefio, pero se asume que la entrada del fluido en el andamio completo es
uniforme, aunque ya se habia demostrado en el capitulo anterior de que el disefio del bioreactor es un

factor clave.
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En este estudio también es otra limitacion el hecho de asumir que las células que van a diferenciarse estan
cubriendo la superficie total del andamio, pues los porcentajes de células MSC diferenciandose en un
tejido representa Unicamente la distribucion de un valor ideal maximo y no lo que podria suceder en un
estudio in vitro. Al igual que para el estudio del capitulo 3 no se tienen en cuenta la actividad biologica en
el tiempo o condiciones quimicas que pueden influir en los comportamientos.

El capitulo 5 es enfocado unicamente al sembrado celular en este estudio se presentan resultados
experimentales que permiten verificar el sistema propuesto. Se utilizan morfologias de andamios reales,
reconstruidos desde las imagenes de micro-CT y los modelos de CFD tienen en cuenta la influencia del
disefio de los bioreactores; eliminando asi algunas de las limitaciones del capitulo anterior. Pero se
mantiene la no aplicacion del tiempo de actividad bioldgica o quimica, reacciones con el biomaterial es
decir solo se tiene en cuenta la morfologia de los poros.

Para el capitulo 6 se realiza un discretizacion de las células y se incluye el factor tiempo en el proceso de
sembrado celular imitando lo realizado en los experimentos del capitulo 5. A pesar de haber eliminado
muchas de las limitaciones de los capitulos anteriores como fueron: se tiene en cuenta el disefio de
bioreactor, disefio de los poros de los andamios reales, dimensiones y volumen del fluido real, nimero de
células, las propiedades de cada una de ellas y propiedades del andamio, se han hecho nuevas
suposiciones. La mas importante es que todas las células que impactan con el andamio se adhieren, esto
no ocurre asi, pero es util de todas formas conocer el maximo valor que puede ser adherido. Las células y
la superficie del andamio no interaccionan por lo que se asume que no existen acciones ni bioloégicas ni
quimicas. Numéricamente el calculo de los resultados presentados en este capitulo 6 llevo bastante tiempo
(=20 dias cada modelo) en un servidor (2 Procesadores Intel (R) Xeon(R) 3GHz; Memorias RAM (64GB)
Disco 275GB) paralelizado en 8 nucleos. El problema del tiempo de célculo al demostrarse su
paralelizacion es corregible con la adicién de mas nucleos de célculos y puede ser resuelto en un futuro
inmediato. Ademas la visualizacion del total de 5 millones de particulas con la forma esférica, no fue

posible en un servidor con una tarjeta grafica de 512MB de memoria.

7.3 Contribuciones

En la tesis se subraya la importancia de los disefios de los bioreactores en ingenieria de tejidos. En
dependencia de estos sistemas se muestra la posibilidad de numéricamente hacer una seleccion de las
mejores condiciones para la creacion de por ejemplo un cartilago articular capaz de recubrir
completamente una rodilla (Capitulo3). Este es un punto que tiene primicia en el ambito cientifico y
donde el trabajo presentado en esta tesis ha contribuido a ayudar a seleccionar la cdmara de bioreactor
adecuada. Se establece camino que simplifica estos estudios y se presenta una formulacion que puede ser
utilizada para la simulacion de la resistencia de un material poroso al paso del fluido, lo cual puede tener

otros campos de aplicacion en la geologia, ingenierias o en ciencias de materiales.
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En el capitulo 4 se aportan todos los datos referentes a las estructuras hexagonales y giroides, destacando
por ejemplo como la distribucion de los estimulos desde el solido sera mas homogénea para las
estructuras mas rigidas (hexagonal) y como la accesibilidad del fluido es mejor para la menos rigida pero
de poros mas tortuosos (giroide), importante esto Ultimo para el sembrado celular. Un método bastante
completo es propuesto basado en teorias numéricas, que nos permiten incluso determinar previamente
cual estructura puede ser mas apropiada para diferenciacion Osea, cartilago o fibroso; y ademads
seleccionar cuales seran las condiciones apropiadas para cada una de las arquitecturas.
En el capitulo 5, se propone un sistema que destaca la relacion existente entre la morfologia del andamio,
los estimulos maximos del fluido de perfusion y la distribucion final de las células después del sembrado
de células por perfusion. El sistema permite de una manera sencilla conocer cudl es la posible distribucion
de las células conociendo la distribucion de los estimulos numéricamente. A raiz de estos resultados se
desarrollo una nueva metodologia (capitulo 6) que permite el control y variacién de las concentraciones
de células, propiedades como diametros de las células y sus propiedades, propiedades de los biomateriales
y condiciones dindmicas, controlando ademas la deposicion de las células que impactan con el andamio.
No existen antecedentes de la aplicacién o de desarrollo de este tipo de modelos en el sembrado celular
para ingenieria de tejidos. La importancia de tener una herramienta como esta es que su desarrollo
permitira ahorrar experimentos para optimizar la cantidad de células, de tiempo y los parametros de fluido
dindmica que se aplican en experimentacion in vitro. También este modelo permitird inicializar desde las
posiciones de las células adheridas, los diversos movimientos y cambios que realizaran las células y para

los cuales ya se conocen diferentes modelos de mecano-regulacion.

7.4 Perspectivas Futuras

La eficiencia de los andamios s6lo puede determinarse después de que experimentos in vitro largos y
costosos puedan realizarse. En esta tesis se plantean métodos que basados en los disefios estructurales
permiten entender algunos fendmenos, permitiendo de modo computacional acercarnos a las condiciones
optimas para asegurar la supervivencia de las células y para la creacion final del tejido. Debido a las
limitaciones que se han ido encontrando se propone como trabajo futuro continuar vinculando todos los
resultados numéricos con las validaciones o verificaciones experimentales. De esta manera incluir
reacciones o comportamientos de las células para diferentes materiales, pero no solamente teniendo en
cuenta los estimulos mecanicos, sino también tener en cuenta la fuerza de adhesion de las células, la
rugosidad del material, las concentraciones de oxigeno y el valor de pH del medio.

Para la metodologia de sembrado que en la tesis se propone, realizar andlisis en otras configuraciones de
andamios, asi como parametrizar el modelo en correspondencia con ensayos experimentales teniendo en
cuenta la posibilidad de separacion de las células de la superficie o de la no adhesion después de un solo

impacto. Estudiar en dicha parametrizacion si los cambios de magnitud del flujo, concentraciéon de
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células, tamafio de las células son factores claves experimentales y numéricamente. Partiendo de los
resultados de las posiciones de las células iniciar los métodos de mecano-regulacion que son conocidos

para determinar la posible creacion de tejido a partir de esta distribucion.
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A: Ecuaciones descriptivas de un Solido Linear Elastico

Para los estudios presentados en el capitulo 4 el material es asumido como isotropico, es decir tiene las

mismas propiedades en todas las direcciones.

Ly

Az

yz

Ax

Al. Representacion de las tensiones actuando sobre un cubo elemental

Las relacion entre las tension (c) y deformacion (€) en materiales lineal elasticos e isotropicos estan

descritas por la Ley de Hooke (c=Ee¢), donde E, es el modulo elastico. Se asume que para la aplicacion de

esta relacion las deformaciones aplicadas han de ser pequefias para encontrarse en el rango elastico del

material. En estos casos la aplicacion de tensiones normales producen unicamente deformaciones

normales y de igual manera al aplicar tensiones cortantes solo se produciran deformaciones de de

cortantes. Si expresamos la ley de Hooke matricialmente para un sélido tridimensional se obtiene que:

()
| & |
{82 }_1
Ty [ TE
IvyZJ
’YZX

Donde y;=2g;, p es el coeficiente de Poisson y T es la tension cortante.

El tensor de tensiones (6) y de deformaciones (€) pueden expresarse como:
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Ox Txy Txz
o= Tyx Gy Tyz

Tzx Tzy Oz

& Ty Txz
€ = ny &y sz
Yzx Yzy %z

De igual manera son posibles de ser expresados mediante los valores de tensiones y deformaciones

principales:

O1 0 0
0'=|:0 Or1 0

0 0 Or1
€1 0 0
€ Z[O €I 0
0 0 €11

Las tensiones y deformaciones cortantes que actian en el plano octaédrico son llamadas tensiones (Toct) O

deformaciones (v, ) cortantes octaédricas:

1
Toct = 5\/(01 —o1pP? + (o11— 01172 + (o111~ 061)?

2
Y _5\/(81 —grp)? + (er1—er19? + (er11— &1)?

oct

x,(0))

X,(0y)

oct

5(0y)

A2. Representacion de las tensiones octaédricas en un plano transversal
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B : Ecuaciones descriptivas de un fluido Newtoniano

Tanto en los problemas de sélidos como en los de fluido aparecen tensiones y en ambos el material esta
sometido a desplazamientos. La diferencia fundamental es que los fluidos no pueden soportar tensiones
desviadoras cuando el fluido esta en reposo, solo puede soportar presiones o tension hidrostaticas. No
obstante, para todos los estudios presentados en esta tesis el fluido fue siempre simulado en movimiento y
es de interés como ocurren las tensiones desviadoras que surgen de este movimiento. En un fluido que
estd en movimiento es siempre necesaria la continua conservacion de la masa.
La variable independiente en el caso de fluidos en movimientos es la velocidad u y las velocidades de
deformacion son la primera causa de las tensiones, o, y se definen como:

ou; , 2y
g =X oxi

ij 2
Las velocidades de deformaciones también pueden ser expresadas en forma de vectores en 3D, lo cual es
mas conveniente para los andlisis por elementos finitos.
éh = [911,522,933,2é12,2é23,2é31]

Las relaciones entre tension y deformacion para un fluido isotrdpico lineal (newtoniano) requieren la

definicion de la relacion entre las tensiones desviadoras 7;; con las velocidades de deformacion

desviadoras:

0 g
TijE O-ij_6ij% = 277 (Sl]—(gl]%)
En la ecuacion anterior la cantidad entre el paréntesis se denomina deformacion desviadora de Kronecker
y los indices repetidos significan suma;
0;i= 011 1032, +033 y €= €11 TEp Hé33
El coeficiente 1 se conoce como viscosidad dindmica (de cortante) o simplemente viscosidad.

Una segunda relacion que es necesaria conocer es la existente entre los cambios en la tension media y la

velocidad de deformacion volumétrica. Esto define la presion como:
, = i
3
Donde kn es un coeficiente de viscosidad volumétrico analogo al mddulo de rigidez volumétrico K, en
elasticidad lineal y po es la presion hidrostatica inicial independiente de la velocidad de deformacion. La

relacion constitutiva queda:
. Ok
0 j= 21 (si,-—‘T =6 p=Tij=8ip

Para la conservacion de la masa.
Si p es la densidad del fluido entonces el equilibrio de masa pu; entrando y saliendo de un volumen de

control infinitesimal es igual a la velocidad de cambio en la densidad.
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dp
—+—(py;) ==—+VT =0
pri axi(pul) 5 TV (W

Para la conservacion de movimiento o equilibrio dindmico
El momento cinético en la direccion j, es (pu;)u; saliendo y entrando en un volumen de control, tiene que
estar en equilibrio con las tensiones o; ;y las fuerzas de masa pf;

oou) , o

d
5% ox, [(ou;)u;] —a—xi(dij) —-pfi=0
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C: Ecuaciones descriptivas del movimiento de particulas

En el capitulo 6 se presenta una nueva metodologia para simular el sembrado celular mediante la
descripcion del movimiento de particulas. En este anexo se plantean las ecuaciones y consideraciones por
la cual se incluyen o no algunas fuerzas en el caso del sembrado celular.
Se plantea la ecuacion general del movimiento de particulas:

2—1: =Fp(u —up) + W +F,
En la ecuacion planteada para describir las trayectorias de traslacion de las particulas en el eje z mediante
los fundamentos Lagrangian. Este balance de fuerzas iguala la inercia de las particulas con las fuerzas
actuando en las particulas. Donde como ya se ha comentado la F) (u-u,) es la fuerza de arrastre por
unidad de masa de particulas y es la fuerza principal que guia el movimiento de las células en la
metodologia planteada.
El término que incluye la gravedad para nuestro caso no tiene influencia debido a que la densidad del

fluido y la de las particulas son iguales y por estas razones no se incluye en el calculo, ademas el volumen

de particulas es muy poco representativo en relacion al volumen del fluido.

El termino F, no es mas que las aceleraciones adicionales (Fuerzas/masas de particulas).
A continuacion se plantean las ecuaciones de todas las fuerzas que podrian intervenir el movimiento de
las particulas:
1) Masa virtual
1pd

PYATA

Esta fuerza puede ser importante si p>>p, y es generalmente provocado por gradientes depresion dentro
del fluido.

2) Fuerzas en un medio en rotacion (esta puede ser interesante para bioreactores de rotacion de

paredes). Por ejemplo en una rotacidon de particulas que se produce respecto a el eje z, estas son las

ecuaciones correspondientes a los ejes x e y.

<1—£> 2%x +20 <uy, — £uy>

Pp Pp

<1—£> N%y +20 (ux = ﬁux>
Pp Pp

3) Fuerza Termoforético
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Particulas moviéndose en un medio gaseoso, se crea generalmente mediante gradientes de temperaturas
que producen la aceleracion de dichas particulas. No es el caso pues las células se mueven bajo

temperatura constante de 37°C. Dr,, coeficiente termoforético, T, temperatura

1 dT
T, pm—pTa
4) Fuerza Browniana
Es opcionalmente incluida para particulas de menos de 1pm, es modelada mediante una formulacion
Gausiana y como se muestra en la ecuacion también es dependiente de la temperatura. Es necesario
incluir ecuaciones energéticas para que puedan tener efecto. S, ;;, intensidad espectral, d;; funcion delta de
Kronecker, kg, constante de Boltzman.

Sn, i = So6jj
216nkgT

n2pd3 (%p)z C.

0=

5 Fuerza de Sustentacion Saffiman

1
F= L‘]l @ _i[)p)
ppdp(dycdi)*

Donde K;=2.594, valor calculado por Saffman dj; tensor de deformaciones. Esta fuerza es conveniente
aplicarla cuando los valores de los Re de las particulas son pequefios. Hay que tener en cuenta que el
tamafio de particula sea muy pequeiio.

Finalmente las fuerzas que se tienen en cuenta para el desarrollo del capitulo 6 son la Fp y la F;, como se
plantea en el desarrollo de los métodos del capitulo.

La velocidad de las particulas en cada punto es:
_dx
Podt

De manera general las aceleraciones pueden plantearse como:

u

du, 1
W = g(u —up) +a

Donde g, es la aceleracion para todas la fuerzas extras en este caso Suspension
En la metodologia aplicada se aplica una discretizacion trapezoidal para el calculo de las nuevas
posiciones y velocidades. Los valores de u,y u* se toman como promedios y la a es tomada como

constante:
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un+1 —un 1
14 b _ — o0k n
—At _tp (u up) +a

1
Uy = > wp +up*h)

1
u* — E(un +un+1)

u™t =y +Atuy - il
uy (1 _1&) + E(u” + lAtug . VLF) +Ata
1 2ty tp 2

u
? 1422
th

Y la nueva localizacion de la particula es calculada mediante:
n+1

XDt = x4 1At(u” +u
p p T35 p TUp

Todo el algoritmo aplicado fue realizado con un error numérico de 10 y un méximo refinamiento de 20
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D o Subrutina para el control de las condiciones de flujo

/*udf file for bc + time */
#include"udfh"

DEFINE PROFILE(flow profile, t, i) /*cara 1%/

{

face t f;
real ti = CURRENT TIME;
begin f loop(f,t)
{

if (ti<=126.75) /*tiempo de inyeccion a lmm/s */
F PROFILE(f, t, i) =1; /*flujo correspondiente a Imm/s */
else
F PROFILE(f, t, i) =1*cos(0.04363*(ti-126.75)); /*ecuacion de flujo */
H
end f loop(f,t)

i
DEFINE PROFILE(pressure profile, t, i) /*cara 2*/

{
face tf;
real ti= CURRENT TIME;
begin f loop(ft)
{
if (ti<=126.75)
F _PROFILE(f, t, i) =-1;
else
F_PROFILE(f, t, i) = -1*cos(0.04363*(ti-126.75));
H
end f loop(ft)
i
DEFINE DELTAT(mydeltat,d) /*control de los pasos de tiempos*/
{

real time_step;
real ti=CURRENT TIME;
if (ti<=126.75)
time_step=0.15; /*paso de inyeccion para obtener 5 millones de células®/
else
time_step=36; /*periodo™*/
return time_step;
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