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RESUMEN

Esta investigacion puede contribuir a la solucion de problemas como la falta de
donante de o6rganos, la poca compatibilidad en el sistema inmune en los trasplantes de
miembros, falta de 6rganos vivos para experimentar farmacos y el elevado riesgo que corren
los pacientes en tan dificiles operaciones. La presente investigacion se trata del planeamiento
del disefio de un scaffold para un tejido musculo esquelético utilizado en un biorreactor que
aplica mas de un estimulo fisico simultaneamente como: tension, carga eléctrica y perfusion®.
Para empezar, se investigara sobre la teoria de ingenieria de tejidos para entender de una
forma macro el problema al cual se esta dirigiendo. Luego se procedera con el area de
anatomia y fisiologia del tejido a analizar. El siguiente paso sera aprender sobre los posibles
biomateriales a utilizar en la investigacion y los estimulos a los cuales se sometera dicho
material. Por ultimo, se tendra una seccion sobre como todo esto sera simulado mediante una
serie de programas computacionales. Al ser un estudio complejo, el alcance del proyecto es
la estimulacion fisica por lo que no evallGa las estimulaciones quimicas, bioquimicas y
bioldgicas por lo que escapa del enfoque de la tesis. Al trabajar en esto se podra realizar un
avance en la disposicion de estudios computacionales sobre scaffolds en la rama de la
ingenieria de tejidos. Scaffolds para biorreactores como este se han discutido en la literatura,

pero todavia no se ha empezado a desarrollar porque es un campo nuevo en la investigacion.

Palabras clave: scaffold, ingenieria de tejidos, estimulos, disefio, simulacién

! La perfusion o perfusion tisular es el paso de un fluido, a través del sistema circulatorio, a un
6rgano o un tejido [56].



INTRODUCCION

El déficit de 6rganos aptos para el trasplante es un problema de &mbito mundial. En
el 2015, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) investigd cuéntas operaciones se
realizaban alrededor del mundo, encontrando que solo se puede realizar un trasplante de
intestino delgado en menos del 15% de paises, sin poder ser desarrollado en ningun pais de
Africa ni en el sudeste asiatico. La situacion es delicada incluso en el caso del trasplante de
otros 6rganos como los pulmones o el pancreas, que, a pesar de ser mas accesibles, solo se

pueden realizar en menos del 50% [1].

Estos obstaculos no son solo de ambito social, también son de ambito técnico—
ingenieril, bioldgico y médico— por lo que constituyen una oportunidad de mejora. La
ingenieria de tejidos, disciplina que se ocupa de la creacion de tejidos?, tiene como desafio
principal solucionar esta problematica, abordando el déficit de érganos para el uso humano

o0 de investigacion.

Esta disciplina combina los principios y métodos de ingenieria y ciencias de la vida
para el desarrollo de sustitutos bioldgicos para restaurar, mantener o mejorar las funciones
de los tejidos [2]. De esta manera se concentra en brindar herramientas de ambito ingenieril
(tanto de maquinaria como de metodologia), con requerimientos especificos de la biologia—
celular y tisular’— para incrementar la calidad de vida de las personas al crear tejidos

bioldgicos in vitro®.

Actualmente, se han realizado estudios en los que se han podido reconstruir gran parte
de d6rganos de animales [3,4], en su mayoria ratas. Estos han sido miembros no complejos,

como orejas, musculos y huesos. La tecnologia no esta del todo avanzada, por lo que todavia

2 En biologia, los tejidos son aquellos materiales bioldgicos naturales constituidos por un conjunto
complejo y organizado de células.

3 Se utiliza al hablar de tejidos de un individuo.

4 Se refiere a realizar un determinado experimento en un ambiente controlado fuera de un organismo
vivo, generalmente en un laboratorio [57].



no se pueden desarrollar 6rganos enteros para sustituir los de los pacientes enfermos. Los
retos con los que se han topado los investigadores de esta especialidad son la carencia, tanto

de instrumentos como de materiales, para continuar con una experimentaciéon mas compleja.

Una de las ramas tecnoldgicas en las que se debe trabajar es el desarrollo de
biorreactores. Estos son camaras con un ambiente controlado (tanto en temperatura, humedad
y pH) en los que se lleva a cabo una serie de procesos fisicos, quimicos y biol6gicos en una
muestra que involucra organismos 0 sustancias bioquimicamente activas. Se pueden
mencionar biorreactores que han sido desarrollados anteriormente [5,6], pero estos solo
ejercen uno o mé&ximo dos estimulos fisicos en el tejido, siendo estas condiciones de

operacion irreales a comparacion de un tejido en un ser vivo.

Para que sea util el desarrollar este biorreactor con mas de dos estimulos se necesita
de un scaffold® capaz de soportar la variedad de cargas distintas utilizadas. Sin embargo,
todavia no se ha desarrollado un scaffold hecho de un biomaterial® que cumpla con estas
caracteristicas. Es por esto que la presente tesis busca la evaluacion de diversos criterios para
lograr el concepto de disefio de un scaffold con ciertas propiedades, tanto mecanicas,
eléctricas como de biocompatibilidad, que permitan utilizarlo como estructura de un tejido
en un biorreactor de multiples estimulos. Esta propuesta se analizard mediante el uso de

simulacion computacional por el método de elementos finitos para validar sus caracteristicas.

El scaffold sera para un tejido masculo esquelético, debido a que este ya ha sido
estudiado anteriormente, pero utilizando un estimulo como méaximo, por lo que se dispone
de informacion relacionada al tema. De igual manera, este tejido precisa de mdltiples

estimulos para su correcto funcionamiento, por lo que es de interés para la presente tesis.

5 Es un gel soluble que contiene las células madre y varios biomateriales que actGa como un andamio
para mantener la estructura del tejido u 6rgano en su lugar.

& Un biomaterial hace referencia a material ya sea natural o sintético que ha sido disefiada para
interactuar con sistemas bioldgicos con un prop6sito médico [58].



Alcance

La presente investigacion contempla el estudio de las necesidades primordiales que
tiene un tejido musculo esquelético humano en condiciones de funcionamiento real, para
seleccionar formas y materiales que permitan obtener el concepto de disefio de un scaffold
para su uso en un tejido a analizar en un biorreactor. EI concepto fue corroborado utilizando
el software “COMSOL multiphysics”, en donde se simularon estimulos de tension, voltaje
eléctrico y perfusion para validar sus propiedades. Estas cargas se aplicaron de manera
simultanea, correlacionandolas entre ellas para verificar que el disefio cumpla con las

caracteristicas requeridas.

Es importante precisar que la presente investigacion no pretende brindar un nuevo
disefio de biomaterial. Por otro lado, los estimulos bioldgicos, quimicos y bioquimicos
también se encontraran fuera del alcance de esta tesis. Por ultimo, tampoco se veran temas

relacionados a la fabricacion del scaffold propuesto ni el costo del mismo.

Antecedentes

De la revision de literatura, se han encontrado diversas investigaciones en relacion a
la ciencia de crear nuevos scaffolds. Un componente importante para este, es el material del
que esta fabricado. Para facilitar el estudio de los tipos de biomateriales existentes, Anthony
Atala en el libro “Principles of Regenerative Medicine”, realiz6 una categorizacion y listado.
Estos se separan en biomateriales sintéticos, naturales y bioartificiales. El libro no solo hace
mencion de los mismos, si no también comenta las propiedades para las aplicaciones

diversas.

A partir de esta recopilacion de estudios se ha podido leer sobre diferentes

investigaciones particulares de diversas aplicaciones y procedimientos de disefio para la



creacion de scaffolds. Los diferentes materiales utilizados son metales, ceramicos, polimeros,

tejidos descelularizados’, polisacéaridos® y proteinas.

Dentro de estos estudios, un ejemplo de los que mas resaltaron fue “Preparation and
mechanical properties of polylactic acid composites containing hydroxyapatite fibers”. Se
analizo el uso de fibras de hidroxiapatita (aportando la resistencia a la tension) para mejorar
las propiedades mecénicas del scaffold de &cido polilactico (aportando la porosidad y
absorbabilidad). Se lleg6 a la conclusion que la relacion entre el porcentaje en peso de las
fibras es directamente proporcional al médulo de elasticidad del compuesto por lo que su uso
seria beneficioso para ciertas aplicaciones mencionadas [7]. Por otro lado, en la investigacion
“Designed biomaterials to mimic the mechanical properties of muscles”, se estudid sobre el
uso de un biomaterial compuesto para imitar las propiedades mecanicas de un masculo. Se
utilizo la proteina G (aportando las propiedades moleculares) y resilina proteica (aportando
las propiedades macro mecanicas) para obtener un comportamiento parecido al caucho,
mostrando una alta resistencia a la fatiga, comparables a las propiedades elasticas pasivas de
los musculos analizados en el estudio. Los resultados demostraron que las propiedades
mecanicas de estos biomateriales se pueden ajustar al cambiar la composicion de las
proteinas, brindando la oportunidad de desarrollar biomateriales cada vez mas realistas para

su aplicacion en diferentes tipos de musculos. [8]

Por otro lado, actualmente existen investigaciones en donde se han desarrollado
biorreactores para la maduracion de un tejido embebido en un biomaterial, pero todos estos
trabajan con uno o dos estimulos fisicos a la vez, como maximo—Ilos cuales pueden ser

tensidn, compresion, torsion, corriente eléctrica y perfusion [9]-[11].

" Es la estructura de un tejido aislado de las células que lo habitan, dejando un andamio del tejido
original, que puede ser utilizado en 6rganos artificiales y regeneracion tisular.

8 Los polisacaridos son biomoléculas que cumplen funciones diversas, sobre todo de reservas
energéticas y estructurales.



Sin embargo, de los estudios realizados sobre este tema, no se ha podido encontrar
uno en el que se analice un scaffold cuya estructura sea apta para soportar los distintos
estimulos deseados. Es por esto que la presente investigacion busca disefiar un scaffold que

pueda ser utilizado para un tejido en un biorreactor de multiples estimulos.

Justificacion y motivacion

Una persona con un 6rgano dafiado requerira un trasplante. Esto puede ser debido a
que el paciente no se cuidd lo suficiente o por algiin accidente en el que este se lastimd. Estas
operaciones son necesarias, pero no son realizadas cotidianamente debido a que las opciones

de trasplante son realmente escasas.

El problema radica en que cada vez méas personas requieren 6rganos y la cantidad de
donantes no aumenta en la misma medida. Como se puede observar en la Figura i, en los
altimos 30 afios la brecha en los trasplantes de érganos en Estados Unidos ha continuado
incrementandose debido a la poca cantidad oferta de 6rganos habiles para el trasplante y al
tener una poblacion cada vez mas grande, los pacientes en lista de espera contintan creciendo

proporcionalmente.
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Figura i Estadistica de Donacion y Trasplante de Organos en estados unidos
Fuente: Organ Procurement and Transplantation Network. Annual Report [12].

Es posible ver que incluso en paises de primer mundo como es el caso de Estados
Unidos, las cifras de trasplantes son muy bajas. En este pais existe una lista para ver qué
paciente se le debe entregar un érgano primero. Para el caso del higado, existe un algoritmo
Ilamado Model for End Stage Liver Disease (MELD) [13], el cual determina cuan alta es la
probabilidad de la muerte del convaleciente. A las personas con una expectativa de muerte

mas cercana se les atendera primero.

En el caso del Peru, siendo un pais con mas de 30 millones de habitantes, solo 43
personas han aceptado donar 6rganos—es decir, menos del 0.0001% [14]. Es claro que este
es un problema que requiere una solucién urgente, ya que hay miles de vidas de personas que

se encuentran en riesgo.



Por otro lado, asi como no hay una gran cantidad de donante de 6rganos, la mayoria
de veces los pacientes no son compatibles con estos nuevos Organos. Segun la Organ
Procurement and Transplantation Network (OPTN), solo 3 de cada 1000 personas mueren de

una forma en la que pueden dar sus érganos [15]. Esto se da debido a factores como:

e Sistema inmune incompatible: Este te protege de sustancias peligrosas para tu cuerpo
como gérmenes, veneno y células cancerigenas. EI nuevo 6rgano es un agente extrafio
para tu organismo, por lo que se deben tomar pastillas supresoras del sistema inmune
para el trasplante.

e Tipo de sangre incompatible: El paciente debe tener un tipo de sangre compatible con
el donante. Esta compatibilidad es la misma cuando una persona dona sangre
regularmente.

e Caracteristicas del fenotipo®: Ambas personas en el trasplante deben tener tamafio,
raza, estilo de vida, porcentaje de grasa corporal y edad parecida para que se pueda

llevar a cabo.

Luego de ver los problemas que trae el trasplante de érganos, la ingenieria de tejidos
se ve como una posibilidad atractiva. Esta rama de la ciencia busca fabricar tejidos bioldgicos
para su uso tanto en la rehabilitacion de alguna parte del cuerpo, como en el trasplante de

Organos enteros de pacientes.

Actualmente se estd experimentando con el uso de estimulos para mejorar el
desarrollo del tejido fabricado in vitro. La gran mayoria de investigaciones que han estudiado
esto han utilizado una poca cantidad de estimulos a diferencia de las condiciones a las que se
encuentran los 6rganos en el cuerpo humano. Los estimulos utilizados son soportados gracias
al scaffold utilizado como soporte del tejido. Es por esto que esta tesis pretende disefiar un
scaffold capaz de resistir mas estimulos distintos, para que la experimentacion sea cada vez

mas parecida al ambiente en el cual se hallan los 6rganos.

® Se puede definir como la expresion del genotipo (contenido genético o genoma de un individuo) en
un determinado ambiente, incluye tanto rasgos fisicos como conductuales [59].



Objetivo general

Plantear una metodologia para el disefio un scaffold de un tejido mdsculo esquelético

el cual sera usado en un biorreactor de multiples estimulos.

Objetivos especificos

e Analizar los parametros de estimulacion y requerimientos de un scaffold para la
aplicacion propuesta.
e Estudiar sobre la seleccion de un biomaterial para el scaffold.

e Investigar los elementos principales para realizar una simulacion de tejidos.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

Para poder comprender el contenido del proceso metodoldgico de la investigacion, el
presente capitulo se enfocard en tres grandes ramas de informacion: Introduccion a la
ingenieria de tejidos, uso de los estimulos fisicos en distintos tejidos y consideraciones de
simulacidn tisular. Cabe recalcar que la informacion brindada seré analizada y utilizada para

su desarrollo posterior.

Se empezara describiendo la ingenieria de tejidos, debido a que es importante conocer
de forma precisa el procedimiento de fabricacion tisular para comprender el por que se debe
ejercer un estimulo en el biomaterial. En segundo lugar, se caracterizaran los estimulos
fisicos, principalmente mecanicos y eléctricos, presentando investigaciones previas de como
se han experimentado la tension, compresion, flujo eléctrico, etc. Por Gltimo, se describira la
simulacion tisular, en la que se mostraran técnicas para el modelamiento del biomaterial y su

aplicacion en la presente investigacion.

1.1 Ingenieria de Tejidos

La ingenieria de tejidos es la rama que combina la ingenieria con ciencias de la vida
y consiste en producir tejidos biologicos in vitro. Al igual que cualquier otra tecnologia, se
requieren ciertos pasos para obtener el producto final y este, a su vez, dependera directamente
de parametros de disefio a lo largo del camino. En las siguientes subsecciones se explicara el
procedimiento a seguir para la fabricacion tisular de una forma mas detallada, evitando
profundizar en partes que sean de menor importancia o que escapen del enfoque del proyecto;
como, por ejemplo, la manipulacion genética, aplicacion de sensores biologicos,
vascularizacion e implementacién del tejido al paciente. En la Figura 1.1 se presenta el
proceso general de fabricacion tisular, cuyos pasos seran descritos de manera detallada en las

siguientes sub secciones.
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Figura 1.1 Procedimiento general de fabricacion tisular.
Fuente: Birla, R. Introduction to Tissue Engineering: Applications and Challenges [16].

Como se puede observar en la Figura 1.1, para obtener un tejido de soporte o de
sustitucion, el primer paso es extraer células del paciente para poder hacerlas proliferar.
Posteriormente, se producird un biomaterial cuya funcion sera la de sostener a las células en
el momento de la aplicacion de estimulos, como una matriz extracelular® o scaffold. El tercer
paso es la manipulacién genética del material extraido del paciente, particularmente en casos
en los que se desee curar alguna enfermedad hereditaria o un atributo no deseado que se
encuentre en los genes de los tejidos a fabricar. Luego, se proceden a introducir estas células
en el biomaterial y se le aplican sensores biologicos. Estos ultimos seran indicadores de como

esta reaccionando el tejido celular a lo largo de la experimentacion.

El sexto paso se divide en dos: Primero, incubar las células en un biorreactor de
cultivo celular para hacer que se reproduzcan y tengan suficiente tamafio y segundo, llevar
el tejido ya formado a un biorreactor de maduracion. El séptimo paso es el de la
vascularizacion del tejido ya maduro; es decir, la formacion caminos vasculares a lo largo
del tejido para la irrigacion de nutrientes. Por altimo, el tejido vascularizado es implementado

al paciente para total recuperacion.

10 |_a matriz extracelular es el conjunto de biomateriales que forman parte de un tejido en el que estan
"inmersas" las células. Sirve de soporte, estructura y red de sefializacion entre células.



Cabe recalcar que la presente investigacion no abordaré la mayor parte de los temas,

pero es de vital importancia conocerlos para entender el propdésito de la misma.

1.1.1 Biologia celular

Las células con las cuales se empieza el método de la ingenieria de tejido son de suma
importancia debido a que son nuestros bloques de construccion para el tejido. Aunque en esta
investigacion no se va a profundizar en este tema, es necesario saber que es importante para
poder entender como se comportara el tejido una vez que esté maduro. Durante la fabricacion
tisular se utilizaran células madre en su mayoria, por su capacidad reproductiva, su funcién

no especializada y su capacidad de desarrollarse en una célula de un tejido especifico [16].

1.1.1.1 Tipos de células madre

Cuando un 6vulo es fecundado y esta pasando por el proceso de volverse un embrion,
la pequena cantidad de céelulas que este posee no estan especializadas; esto quiere decir que
todavia no tienen una funcion especifica. Esta amalgama celular poco a poco va a ir
diferenciandose para formar masculos, huesos y hasta érganos. El proceso de las células de
empezar a tener una ocupacion determinada es progresivo y depende de la expresion de genes

que lleva a cabo cada célula madre [17].

Como este cambio es gradual, se van a encontrar distintos tipos de células madre
dependiendo de su potencial de diferenciacion. Primero se tienen a las pluripotentes, que se
pueden convertir en cualquier tipo de célula, ya que son de embriones humanos. Luego se
tienen las multipotentes, estas se pueden diferenciar en varios tipos de células de una
determinada categoria; por ejemplo, las células madre hematopoyéticas, que se pueden
diferenciar en cualquier tipo de células de sangre. Después, se tienen las unipotentes que se
pueden reproducir de una manera mas rapida que las células normales, pero se vuelven solo
un tipo de células. Por ultimo, se tienen las células especializadas que son las que forman la

mayor parte del tejido.



Como se puede inferir, las células més llamativas para trabajar en la ingenieria de
tejidos son las pluripotentes, las cuales solo se encuentran en fetos humanos, por lo que es
casi imposible de obtener para un paciente adulto [18], [19]. Es por esto que actualmente se
esta trabajando para desarrollar distintas técnicas para volver una célula madre cualquiera a
su estado inicial de no diferenciada. A este método se le conoce como pluripotencial inducido
y se lleva a cabo al expresar cuatro factores de transcripcion®! que se encuentran en el genoma
humano [20]. Mas adelante se explicara porqué este tipo de células embrionarias son clave

para la presente investigacion.

1.1.1.2 Matriz extracelular

La matriz extracelular es el biomaterial de soporte celular que permite que estas
puedan recibir cargas mecanicas sin llegar a dafiarse. Estd formada por mdultiples tipos de
proteinas—ya sean naturales o sintéticas—que interacttan con las células a su alrededor,
aportando sustento nutricional. Esta interaccion moldea el comportamiento tanto de las
células como de la matriz, volviéndolas dinamicas a lo largo del tiempo, dependiendo de los

estimulos fisicos, quimicos y bioldgicos que pueden hacerse presente en el ambiente [21].

Esta matriz no se encuentra estrictamente para resistir fuerzas o para brindar
nutrientes, si no también puede cumplir la funcion de ser un espacio de interaccion con las
células para transmitir informacién, como ocurre en las células del sistema nervioso [22]. Es
por esto que es indispensable que el biomaterial a utilizar pueda estar sometido a la mayor
parte de estimulos que se encuentran en condiciones normales de operacion (dentro del ser

humano).

11 Un factor de transcripcion es una proteina que controla qué segmentos del gen humano seran
utilizados para empezar la cadena de mensajeria intercelular. Promueven ciertas partes del genoma
dependiendo de las necesidades de la célula.



1.1.1.3 Sefalizacion y diferenciacion celular

El proceso de sefializacién ocurre con interacciones de célula-célula, célula-matriz
extracelular o célula-medio ambiente. Estas diferentes interacciones—tanto en magnitud,
origen, duracién, etc.—generan que distintos genes se transcriban y se produzcan proteinas,
dependiendo del entorno en el cual se encuentra la célula o tejido a analizar. Por ejemplo, los
receptores en la superficie de nuestra piel desencadenan una cascada de eventos de
sefializacion al recibir un estimulo del medio ambiente. Estos receptores pueden censar un
calor extremo y enviar una sefial para retirar la mano y enviar proteinas para reparar la zona
afectada. De esta manera la sefializacion celular es sustancial al momento de analizar tejidos

bioldgicos [23].

Las células pluripotentes se convertiran en un tipo de célula madre, para producir
células especificas a cada organo de nuestro cuerpo dependiendo de los estimulos fisicos,
quimicos y bioldgicos, tanto del interior de nuestro cuerpo como del entorno que nos
encontramos; a este proceso se le conoce como diferenciacion celular. Entonces a partir de
una célula, se podran generar distintos tipos de tejidos con caracteristicas unicas al variar el
proceso de excitacion al cual se le somete. Estos estimulos se podran utilizar méas adelante

no solo para diferenciar, sino también para madurar el tejido.

Es por esta razon que el biomaterial compuesto—trabajado como matriz extracelular
o scaffold— debe ser capaz de funcionar como una via de sefializacion, tanto mecanica como
eléctrica. Este deberad poder resistir las cargas que no pueden ser toleradas por las células

como es la tension y fuerza cortante ejercida por un flujo contiguo.

1.1.2 Biorreactores

Como se ha mencionado anteriormente, para poder fabricar un tejido es necesario el
poder simular in vitro, las condiciones a las que se encuentra in vivo!? en los seres humanos.

Se deben simular tanto el ambiente de nacimiento de las células—para las células

12 Se refiere a experimentacion hecha dentro o en el tejido vivo de un organismo vivo.



embrionarias seria el Utero de una mujer—, como en el que se vive luego de su crecimiento
o mundo real. Ambas situaciones se generan a partir de una maquina llamada biorreactor.
Para el primer entorno se utiliza un biorreactor de cultivo celular y para el segundo un

biorreactor de maduracion.

Luego de las secciones anteriores se puede llegar a entender biol6gicamente el porqué
es importante tener un procedimiento de estimulacion a la muestra a trabajar. Pero para dar
otro ejemplo, se puede analizar el problema por el que pasan los astronautas al regresar al
planeta. Como estos no han recibido el estimulo constante al cual estamos sometidos, el cual
es la gravedad, los musculos y huesos se les atrofian. Esto ocurre debido a que, al no estar en
constante compresion y tension, estos se debilitan porque pierden masa. Una vez ellos
regresan y realizan terapia vuelven a la normalidad; esto nos puede hacer ver la dependencia

natural de los tejidos a los estimulos.

1.1.2.1 Biorreactor de cultivo celular

Este tipo de biorreactor consta de varias etapas para lograr obtener el tejido como
producto, las mismas que se observan en la Figura 1.2. Se hara un resumen de cada parte del

procedimiento, ya que es extenso y no es el foco de la investigacion.
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Figura 1.2 Proceso de biodegradacién de un biomaterial.
Fuente: Birla, R. Introduction to Tissue Engineering: Applications and Challenges [16].



Se empieza realizando una biopsia(biopsy) del espécimen a analizar (ya sea un
humano o no) para obtener una pequefia porcion de su tejido. Como esta parte contiene
diferentes células de tejido venoso y nervioso, matriz extracelular y hasta grasas, se le aplican
unas enzimas®*(enzymes) para que digieran toda la parte que se desea desechar [16].

Luego, se le introduce en un medio de cultivo(culture media), el cual es un liquido o
gel disefiado para soportar el crecimiento de microorganismos, células o pequefias plantas
[24]. Este fluido es de los componentes mas importantes, ya que contiene todos los nutrientes,
vitaminas, proteinas y hasta hormonas para que el cultivo pueda crecer con normalidad. Una
analogia que se puede utilizar es la de comparar el medio de cultivo con el liquido
amnidtico—el cual se encuentra dentro de la placenta de una madre gestante—por sus
constituyentes que fomentan el desarrollo tisular. Asi como el feto también tiene desechos
bioldgicos, las células deberan ser cambiadas de fluido cada cierto tiempo, para colocar un

medio nuevo Yy sin toxinas.

Una vez se encuentren en el medio de cultivo, estas deben ser adheridas a una
superficie (en el caso de un tejido en 2D) o una matriz (en el caso de un tejido 3D), para
reducir el porcentaje de mortalidad, las mismas que deben estar compuestas por biomateriales
en su totalidad. Después que estas estén debidamente distribuidas, se procedera a afadir
factores de crecimiento para aumentar la densidad celular en el cultivo. Asi mismo, se
realizara un filtrado periddico en el cultivo para evitar que haya particulas o microorganismos

que alteren la eficiencia del proceso.

Al ser este un proceso que tiene un indice de falla elevado, dentro de los Ultimos afios
se han desarrollado biorreactores que se encargan de cambiar el medio de cultivo y controlar
factores ambientales como la temperatura, pH y humedad del area. Todo esto se realiza en
multiples frascos de cultivo a la vez, ya que, al tener una tasa de mortalidad alta, seran pocas

las pruebas que resultaran en una formacién de tejido exitoso.

13 |_as enzimas son moléculas organicas que aceleran la velocidad de las reacciones quimicas.



1.1.2.2 Biorreactor de maduracion

En el caso de los biorreactores de maduracién, también se espera que estos mantengan
los factores ambientales como en la seccion anterior, solo que se adicionaran los estimulos
para la diferenciacion y el desarrollo del tejido. Los posibles estimulos a aplicar son de
caracter fisico, eléctrico, de flujo, bioldgico y quimico; los Gltimos tres no se tomaran en
cuenta porque escapan del alcance de la presente investigacion. En la primera categoria se

encuentran la compresion, tension—tanto en un eje como en dos—y torsion.

Como se puede ver en la Figura 1.3, los efectos directos e indirectos de la aplicacion
de los estimulos fisicos son extensos. Se puede observar que esta excitacion primero recorre
un camino mas macro al ser transmitidos a través de la matriz extracelular, activadores de la
célulay el citoesqueleto. Esto resulta en sefializacion interna de la célula con ciertos métodos
como son la utilizacion de péptidos, canales de iones, permeabilidad de la membrana o hasta
receptores, los cuales se traducen en expresion de un determinado gen. Esta expresion es lo
que finalmente nos permite ver cambio de composicién y comportamiento en el tejido a
analizar [25]. Se debe aclarar que este camino es similar para el caso de los estimulos

eléctricos, como se puede observar en la Figura 1.4.
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Figura 1.3 Efectos directos e indirectos de la estimulacién mecanica en las células.
Fuente: GyuHuyn, J; Gi-Hoon, Y & GeunHyung, K. Tissue engineering bioreactor systems for applying
physical and electrical stimulations to cells [25].

Figura 1.4 Descripcion teérica de los efectos de la estimulacion eléctrica en las células.
Fuente: GyuHuyn, J; Gi-Hoon, Y & GeunHyung, K. Tissue engineering bioreactor systems for applying
physical and electrical stimulations to cells [25].

Otro aspecto importante a considerar en los biorreactores es el proceso de estimulacion.
El primer parametro es la magnitud del estimulo a utilizar. Si el tejido se encuentra en una
etapa inicial, se deben aplicar excitaciones leves para ir comprobando que este vaya a resistir.
Luego, progresivamente se debera incrementar la fuerza para que este llegue a madurar y



soportar la carga a la que va a ser utilizado. Esto debe ser realizado sin llegar a dafar el tejido

ni fatigarlo por excesiva carga.

El segundo parametro es el tiempo de estimulacion al cual es sometido el elemento. Se
debe programar un protocolo de excitacion con similitud a la del paciente para que este se
vaya acostumbrando a sus condiciones in vivo. El Gltimo parametro es el del tiempo de
recuperacion, el cual representa el tiempo en el que el tejido debe descansar para que se
recupere y asi vaya fortificandose [16].

1.2 Anatomiay fisiologia del tejido

Para poder simular correctamente el biomaterial a disefiar con los estimulos del
musculo en el cuerpo humano a condiciones normales, se debe poder comprender tanto su
micro anatomia como su fisiologia. La primera de estas hace referencia a la forma de las
micro estructuras internas del tejido. En el segundo caso, es entender la funcion de cada

componente.

1.2.1 Microestructura protéica

Mas del 40% del peso de nuestro cuerpo es de tejido muscular. Dentro de este grupo
existen diversos tipos de musculos dependiendo de su estructura y funcionalidad. Estos se

clasifican en tres principales categorias:

e Musculo cardiaco: Se puede encontrar solamente en tejido del corazon. Se considera
un musculo involuntario por su actividad automatica de palpitar [26].

e Musculo blando: Forma parte de la mayoria de 6rganos internos como los bronquios,
estbmago, esofago, arterias, etc. [26].

e Musculo esquelético: Es el tejido muscular mas extenso y el que nos permite

movernos y mantener una postura [26].



Estos tres tipos de musculos tienen una composicion muy similar entre ellos, como
se puede observar en la Figura 1.5. Luego del primer acercamiento al interior del cuerpo
humano, se encuentra el musculo en si con algunos componentes como vasos sanguineos,
tendones, etc. El segundo punto a mirar es una fibra muscular, en donde hacen un tercer
acercamiento a una miofibrilla. En esta posicion se observa un sarcomero que es la micro

estructura de interés.
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Figura 1.5 Organizacién jerarquica del musculo esquelético.
Fuente: Raul654. Wikipedia Commons [27].

Luego de contextualizar la posicion de un sarcomero desde un musculo esquelético,
este se puede estudiar de una mejor manera. El biomaterial a desarrollar se parecera tanto

estructuralmente como funcionalmente a esta porcion del tejido.



Segun la teoria del filamento deslizante, la configuracion proteica del sarcomero es
la observada en la Figura 1.6. Estos se encuentran posicionados uno tras de otro como se
pudo observar en la Figura 1.5, lo que los limita es el disco Z (el cual sirve como un anclaje
de la titina y actina). Entre ambos discos esta la banda | y la zona H; cuando ocurre la
contraccion muscular, la primera de estas se desplaza hacia el interior y la segunda se encoge
[28].
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Figura 1.6 Teoria del filamento deslizante: un sarcomero en posiciones relajadas (arriba) y contraidas (abajo).
Fuente: Richfield, D. WikiJournal of Medicine [29].

Dentro de estas secciones, los componentes mas importantes son los filamentos de
actina, los filamentos de titina y las miosinas. La tarea de la primera de estas proteinas es la
de ser un soporte mecanico de las células y una via de sefializacion celular rapida. La segunda

funciona de resorte molecular para cuando el masculo esta relajandose. Por Gltimo, la miosina



es la proteina que contrae al tejido al momento de utilizarlo; es por esto que es la més grande
e importante [26].

1.2.2 Microcirculacion

Una gran seccion del tejido que sera de importancia en la presente investigacion es el
sistema circulatorio. Este es un tema relativamente extenso que no serd cubierto por
completo; sin embargo, el componente que si cobra relevancia para el presente estudio son
los vasos capilares de la estructura interna de los masculos. Estos son los vasos sanguineos
mas pequefios del cuerpo, por lo que son los Unicos capaces de estar a través de las fibras
musculares, como se puede observar en la Figura 1.7. Al realizar esto, transportan el flujo
sanguineo a todas las células que lo requieran. Los capilares son vitales para el
funcionamiento muscular, ya que se encargan del intercambio de nutrientes, desechos y hasta

hormonas [30].
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Figura 1.7 Un esquema de la anatomia de los vasos sanguineos en un musculo.
Fuente: Barrett, E & Rattigan, S. Diabetes [30].

1.3 Biomateriales

Segun Ravi Birla, “un biomaterial es cualquier sustancia que simula una matriz

extracelular interactuando funcionalmente con células aisladas para apoyar la fabricacion



y maduracion del tejido artificial 3D . En el caso de la ingenieria de tejidos, el biomaterial
funcionard para ayudar a las células a resistir las cargas, para ser una ruta de sefializacion
celular y para brindar nutrientes embebidos en este componente. Otro aspecto a considerar
cuando se analiza el biomaterial es su degradacion en el tiempo, su biocompatibilidad* y la
porosidad para fomentar su adhesion celular.

1.3.1 Propiedades mecénicas

Las propiedades mecéanicas que presenta el biomaterial seran vitales para la seleccion
del biomaterial a utilizar. Esto es debido a que diferentes tejidos soportaran una cantidad de
cargas dependiendo del 6rgano a reproducir. Por ejemplo, para la maduracion de un tejido
0seo se requerira de una fuerza de compresion mayor a la que se utilizaria para tejidos blandos
como el higado o rifién. En el caso de los tejidos musculares, se buscara tanto fuerza de
tensién como de compresion por su caracteristica contractil. Algunos valores para diferentes

tejidos se pueden observar en la Figura 1.8.

14 _a biocompatibilidad es la capacidad de un material para actuar con una respuesta adecuada del
medio biol6gico en el cual son utilizados (un ser humano u otro ser vivo).
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Figura 1.8 Curva de esfuerzo-deformacion de varios tejidos conectores.
Fuente: Soden, P & Kershaw, I. Tensile testing of connective tissues [31].

Por otra parte, cabe recalcar que estas caracteristicas son significativas porque no solo
van a resistir cargas, sino que también seran estimulos que enviaran sefiales mediante las
interacciones célula-matriz extracelular. Estos vinculos haran que el tejido se exprese y que

madure.

1.3.2 Materiales compuestos

Los biomateriales a utilizar tienen que comportarse de igual manera que los tejidos
bioldgicos. Es por esto que cada vez se estan utilizando mas materiales compuestos. Con
estos se puede extraer caracteristicas—desde valores del modulo de Young hasta de
biocompatibilidad—deseadas de cada componente y al variar su concentracion variara la

magnitud de esta propiedad.



Hay ocasiones en las que el material que se estd utilizando no llega a tener las
cualidades necesarias. Por ejemplo, en una investigacion realizada por Kasuga, en Japon, se
estudio el uso del acido polilactico para hacer una matriz extracelular encontrada en un tejido
0seo. Se utilizo este material por su degradacion en el tiempo y su biocompatibilidad; pero
su médulo de elasticidad (2-7 GPa) era muy bajo con respecto al del hueso real (3-30 Gpa).
Es por esto que le adicionaron hidroxiapatita® para formar un compuesto con las
caracteristicas que requerian [7].

1.3.3 Biocompatibilidad

El cuerpo humano es capaz de detectar, mediante el sistema inmunologico, si es que
existe algun intruso en el organismo. Es por esto que cuando se selecciona una herramienta
para una aplicacion médica se busca que este no sea visto como una amenaza para el cuerpo.
La capacidad de un material para llevar esto a cabo es su biocompatibilidad. Esta
caracteristica es de vital importancia tanto cuando se esta utilizando un implante interno
(prétesis, dispositivos de suministro de drogas 0 marcapasos) 0 como cuando se esta

trabajando directamente con tejidos (ingenieria de tejidos, cirugia o estudios clinicos).

1.3.4 Biodegradacion

La Gltima caracteristica que se busca en un biomaterial es su degradacién a lo largo
del tiempo sea por causas fisicas, quimicas o bioldgicas, en las cuales se pueden encontrar
métodos como hidrdlisis, calor, enzimas, fatiga, oxidacion, friccion, etc. Esta propiedad es
importante debido a que el biomaterial a utilizar es solo un soporte del cultivo celular a
desarrollar; es por esto que se debe retirar una vez el tejido haya crecido y madurado. Se
busca que sea de esta manera, ya que en asi también funcionan ciertas proteinas en nuestro

cuerpo y se desea que este material sea lo mas parecido al funcionamiento humano posible.

15 La hidroxiapatita es un mineral bioldgico que representa un depdsito del 99 % del calcio corporal y constituye
alrededor del 60-70 % del peso seco del tejido 6seo [60].



Los criterios a evaluar para el disefio de degradacion del biomaterial son: La tasa a la
cual se desea que el componente se desintegre, el dafio que podria ocasionar el método en las
células y el dafio que podrian ocasionar productos de la reaccidén quimica—si hubiese— a las
células. Con estos criterios de operacion se debe crear o fabricar un biomaterial para el

resultado deseado. Se puede observar el proceso de degradacion en la Figura 1.9.
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Figura 1.9 Proceso de biodegradacién de un biomaterial.
Fuente: Birla, R. Introduction to Tissue Engineering: Applications and Challenges [16].

1.4 Estimulos fisicos

Como se ha venido observando a lo largo de la investigacion, los estimulos a utilizar
son de suma importancia. Es por esto que en esta seccion se vera mas a fondo el como afecta
el protocolo de estimulacién a los tejidos. Se analizaran distintos casos de estudio en los que
se veran la aplicacion de los estimulos mecanicos y eléctricos, asi como los resultados
obtenidos por estos. Esto se hara para poder comprender la respuesta gracias a los impulsos
accionados en el tejido. No esta de més recordar que estudiar los parametros bioquimicos y

bioldgicos es fundamental, pero salen del enfoque del estudio.

Dentro del estudio de los estimulos fisicos se verd que existen dos categorias: Los

estimulos mecanicos y los eléctricos.



1.4.1 Estimulos mecénicos

Los estimulos mecénicos van a estar englobados en tres categorias: Compresion,
tension y perfusion. La mayoria de aplicaciones con estos tejidos se encuentran en huesos y
articulaciones, ya que, estos no cuentan con vias sanguineas, por lo que son mas faciles de

fabricar.

1.4.1.1 Compresion

Existen diferentes formas en las que la compresion se puede aplicar en un tejido. En
el caso de la masa 0sea, esta esta siendo comprimida por la carga del cuerpo y su interaccion
con el ambiente. Otra forma de compresion se encuentra en el caso de las articulaciones. El
cartilago se comprime cuando este se frota con el hueso, por lo que se genera una fuerza
cortante en la superficie. Por ultimo, se puede observar una forma de compresion cuando un

organo es impactado por un golpe externo.

En una investigacion en Australia, realizada por Shahin, se fabricé una especie de
biorreactor que simula el accionar de la articulacion de la rodilla, como se puede observar en
la Figura 1.10. Comparando el grupo experimental con el grupo control, los resultados
indicaron el crecimiento del tejido en funcion al peso, pero una disminucién en nimero de
células. Esto nos indica que el tejido se volvié mas denso. También se puede indicar que se
tornd mas resistente porque se produjo un aumento sustancial de la cantidad de colageno tipo
2 (el cual forma parte del 90% del cartilago articular). Por otro lado, hubo un incremento de
glicosaminoglicano, el cual es un carbohidrato utilizado por nuestro cuerpo para absorber
impacto y lubricar areas de contacto. Por ultimo, indican que no hubo correlacion
significativa entre la cantidad de células utilizadas en el cultivo y el porcentaje de

proliferacion [32].
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Figura 1.10 (a)Generador de estimulos de un biorreactor simulador de rodilla. (b) Representacion de una
rodilla real.
Fuente: Shahin, K & Doran, P. Tissue Engineering of Cartilage Using a Mechanobioreactor Exerting
Simultaneous Mechanical Shear and Compression to Simulate the Rolling Action of Articular Joints [32].

Los resultados histologicos®® de esta investigacion se pueden observar en la Figura
1.11. En la columna de la izquierda se encuentran las muestras del tejido control y en la
derecha el tejido al que se le aplico el estimulo. En las primeras cuatro figuras se ha realizado
un examen para identificar rastros del biomaterial utilizado al momento de hacer el cultivo
celular. Como se puede ver, en la muestra control sigue habiendo bastante presencia de este
(color rosa); mientras que, al aplicarle la compresion con los rodillos, este fue
desintegrandose para poder formar tejido. En las cuatro figuras siguientes se observa la
presencia del colageno tipo 1y tipo 2 (color marrén). Es clara la diferencia entre ambas

muestras y se aprecia el incremento significativo de estas proteinas.

16 La histologia es la disciplina de la biologia que estudia la composicion, la estructura y las
caracteristicas de los tejidos orgénicos de los seres vivos [61].



Figura 1.11 Resultado histoldgico de los resultados de la experimentacion.
Fuente: Tissue Engineering of Cartilage Using a Mechanobioreactor Exerting Simultaneous Mechanical Shear
and Compression to Simulate the Rolling Action of Articular Joints. Shahin, K & Doran, P. [32]

En otro estudio obtuvieron resultados parecidos a los de la investigacién anterior. En
este caso solo se utiliz6 un dispositivo que ejercia compresion por un pistén. Ellos hicieron
mas énfasis en que los tejidos madurarian mas si se realizaba la prueba por un periodo largo
de experimentacion. También destacaron que sus resultados variaban considerablemente por
el estado de las células que se extrajeron [33]. Esto se puede observar en la Figura 1.12.
Ambas columnas son de pacientes diferentes; la primera fila es del principio del experimento
y la segunda es luego de aplicar la compresion. Se puede ver la variacion tanto entre los

donantes como su progresion a lo largo del tiempo.
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Figura 1.12 Resultados de la tincidn del tejido disefiado de dos donantes diferentes.
Fuente: Démarteau, O; Wendt, D; Braccini, A; Jakob, M; Schafer, D; Heberer, M & Martin, I. Dynamic
compression of cartilage constructs engineered from expanded human articular chondrocytes [33].

Se han realizado una extensa cantidad de investigaciones con diferentes variaciones,
pero todas entregan resultados congruentes entre si. En un caso se utilizaron células madre
de conejos y compresion con un piston para lograr madurarlas en un tejido 6seo [11]. En otro
caso se intento hacer que el estimulo no sea ciclico para observar como responderia el tejido,
encontrando que el tejido se empezd a comprimir y volverse una esfera, lo que empeord sus
propiedades mecanicas asi como evito el flujo de salida de los desperdicios de las células
[34].

1.4.1.2 Tensién

En el caso de la tensidn, existen investigaciones de la aplicacion de tension en un
tejido, tanto de forma uniaxial como biaxial. Para la primera de estas podemos ver el caso de
la piel en dedos, que se comprime en un solo sentido al cerrar la mano. Pero cuando se
observan érganos mas complejos como los pulmones o el estomago, estos se tensionan en

mas de una direccion cuando estan siendo utilizados.

En un estudio realizado por Kreja, se analiz6 el efecto de la tensidén en un biomaterial

sembrado de células madres para su posterior uso como ligamento. Se comparo la utilizacion



de células madres tanto multipotente como las unipotentes y se vio que las que ya estaban
diferenciadas en una clase celular maduraron considerablemente méas que las que no. Del
grupo que si llegd a madurar se pudo observar un reacomodamiento de sus fibras para mejorar
las propiedades mecanicas del tejido [35]. En la Figura 1.13 se puede observar en la primera
fila de imé&genes el experimento realizado y en la segunda las fibras direccionadas a la
izquierda y la presencia de fibroblastos!’ a la derecha.

Figura 1.13 Fotografias del anillo de biomaterial utilizado, &cido polilactico.
Fuente: Kreja, L; Liedert, A & Schelenker, H. Effects of mechanical strain on human mesenchymal stem cells

and ligament fibroblasts in a textured poly(L-lactide) scaffold for ligament tissue engineering [35].

~ 4

En otro estudio, se aplicd la tension uniaxial con quince pacientes distintos y con un
protocolo de estimulacién variando tanto la frecuencia de estimulo como la cantidad de
ciclos. En este se encontro el numero optimo de ciclos para cada frecuencia establecida. Por
otro lado, si se compara con la investigacion realizada en Suiza, se puede observar que en

ambas la variacién de resultados entre donantes es considerable [36].

17 Los fibroblastos son un tipo de células del tejido conectivo que sintetizan fibras y mantiene la
matriz extracelular del tejido [62].



1.4.1.3 Perfusion

La perfusion se utiliza para simular el esfuerzo cortante que se produce en la
superficie de los tejidos. Existen dos formas en las que se genera este esfuerzo. La primera
se puede observar mayormente en las vias sanguineas, pero también se encuentra en lugares
por donde fluye aire (como la traquea o pulmones) o donde fluyen liquidos (el uréter'® o
vejiga). La segunda se encuentra cuando dos solidos se rozan, esto ocurre en zonas como la

piel, el &rea interna del estomago o hasta de los intestinos.

Se ha realizado un estudio en el que se ejerce perfusion sola, compresion sola y la
combinacion de ambos, en un biomaterial embebido por células madre de tejido 6seo [37].
En la Figura 1.14 se puede observar el elemento a estudio en la primera fila y en la segunda,
sus micrografias, luego de 4 y 24 horas respectivamente. En la izquierda se pueden ver las
células al poco tiempo de adherirse al biomaterial y con una flecha las microporosidades del
material; mientras que, a la derecha, se puede observar un macroporo en donde se depositara
el tejido una vez que empiece a crecer.

i&th‘.:

Figura 1.14 Vista transversal y frontal de biomaterial utilizado y micrografias de este.
Fuente: Liu, C; Abedian, R & Meister, R. Influence of perfusion and compression on the proliferation and
differentiation of bone mesenchymal stromal cells seeded on polyurethane scaffolds [37].

18 Son tlbulos del sistema urinario humano que conectan los rifiones con la vejiga.



Los resultados de la investigacion indicaron que la perfusion sola resulta ser
significativamente mejor que la compresion sola para la expresion de proteinas y, por ende,
el incremento de sus propiedades mecanicas. Cuando se combinaron ambos estimulos, el

resultado se acrecento.

Esto se puede observar en la Figura 1.15. Las primeras dos columnas muestran
micrografias del biomaterial luego de una semana y las segundas dos luego de dos semanas.
También se ve como la muestra estimulada por perfusion con compresion(d) y por perfusion
sola(b) tienen fibras mas ordenadas que las de compresion(c) y sin realizar ningln
estimulo(a).

‘ ] .
Figura 1.15 Micrografias del biomaterial luego de diferentes estimulos.

Fuente: Liu, C; Abedian, R & Meister, R. Influence of perfusion and compression on the proliferation and
differentiation of bone mesenchymal stromal cells seeded on polyurethane scaffolds. [37].

1.4.2 Estimulos eléctricos

Los estimulos eléctricos que se observan de una forma macroscépica estan en el
sistema nervioso. Este estd compuesto de sefializacion celular externa a una rapida velocidad
para obtener las reacciones necesarias a lo largo de todo el cuerpo si es que este detecta
peligro externo (una superficie caliente o puntiaguda), o interno (una sustancia téxica

ingerida).

Pero los estimulos eléctricos también se encuentran de una forma microscopica, al
interior de cada célula. Como se explicd anteriormente, existen rutas de sefializacion
intercelular que permiten la expresion o la supresion de distintos genes y estas son las que

son simuladas al aplicar los estimulos al biomaterial analizado.



Las investigaciones actuales en este rubro son del tipo microscopica en su mayoria.
Para poder efectuar el estimulo, actualmente se aplica un campo eléctrico de forma ciclica
para poder variar concentracién de iones dentro y fuera de la célula y asi, su comportamiento.
Dentro de la Gltima década, se ha venido utilizando este método para poder curar fracturas
de huesos en pacientes de una forma mas acelerada [38], [39].

Esto se da porque al aplicar un estimulo eléctrico, se genera una fluctuacion del catién
del calcio [Ca?*] dentro de las células, desencadenando una via de sefializacion que se puede
observar en la Figura 1.16. El estimulo inicial es percibido por distintas formas de recepcion
que permiten el ingreso del calcio a la célula y cuando el nicleo a su vez nota esto, envia un

indicador para producir sea una proteinas 0 mas células [40].
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Figura 1.16 Representacion esquematica de los mecanismos de sefializacién por campo eléctrico.
Fuente: Sun, S; Liu, Y & Lipsky, S. Physical manipulation of calcium oscillations facilitates
osteodifferentiation of human mesenchymal stem cells [41].

Esto se aplicd a la ingenieria de tejidos en una investigacion llamada “Physical
manipulation of calcium oscillations facilitates osteodifferentiation of human mesenchymal
stem cells”, realizada en Estados Unidos. Comparando una muestra control con una muestra
a la que se le aplic6 un campo eléctrico, se pudo demostrar que la expresion de tres proteinas
encontradas en tejido 6seo incrementd significativamente [41]. También se pudo determinar
un aumento en la proliferacion celular como se puede observar en la Figura 1.17. Al

comparar la imagen de la izquierda (tejido control) con la de la derecha (tejido estimulado),



se puede ver una diferencia en concentracion de zonas oscuras, que son los depdsitos de

calcio.

Figura 1.17 Efectos de la estimulacion eléctrica sobre la diferenciacion de células madre de tejido 6seo.
Fuente: Sun, S; Liu, Y & Lipsky, S. Physical manipulation of calcium oscillations facilitates
osteodifferentiation of human mesenchymal stem cells [41].

1.5 Simulacion tisular

Para poder disefiar un biomaterial con las caracteristicas que se desean, es necesario
poder observar su comportamiento como respuesta al estimulo aplicado. Es por esto que se
desea simular este tejido con las condiciones requeridas—tanto mecanicas como eléctricas—
para poder validarlo. Este procedimiento sera realizado mediante el método de elementos
finitos (FEM) aplicado al analisis de mecénica solida, de fluidos y estimulacién eléctrica de

tejidos.

1.5.1 Elementos finitos

El método de elementos finitos consiste en descomponer un problema complejo y
extenso en una cantidad finita de elementos mas simples y resolverlos por separado, para
luego recopilar las soluciones que dan respuesta a la problematica inicial. Esta teoria es
aplicada para poder discretizar y resolver numéricamente las ecuaciones diferenciales que
rigen el comportamiento del tejido al aplicar las excitaciones utilizadas. Se procede a realizar
esta metodologia debido a que la geometria y propiedades del material a utilizar son de

caracter continuo, por lo que se dificulta su resolucion matematica.



El procedimiento para realizar este analisis comienza con el disefio de la geometria—
esta es el elemento u objeto—y su discretizacion al dividirla en un nimero finito de elementos
mas pequerfios. Luego, se debe definir el modelo fisico-matematico con el que se analizaré el
comportamiento. En la presente investigacion se utilizaran modelos para la tension,
compresion, perfusion y campo eléctrico. Es importante mencionar que, tanto la geometria
como el ambiente al que se expone, poseen propiedades fisicas, las cuales seran adicionadas
al modelo para obtener su resultado. Por ultimo, también se requerirdn las condiciones

iniciales y de frontera para poder empezar a estudiar a la geometria.

Se empezarad resolviendo el modelo matematico con las condiciones iniciales,
analizando los valores en la frontera. Los valores obtenidos en los nodos de la frontera se
utilizaran para determinar el comportamiento del elemento del cual el nodo forma parte.
Luego de solucionar el modelo para este componente, se utilizaran sus nodos que son
contiguos a los elementos vecinos. De esta forma, cada pequefia parte de la geometria inicial
sera resuelta para cada fisica requerida y para cada instante de tiempo, si es que este fuese

necesario.

1.5.2 Mecéanica solida

En la presente investigacion solo se utilizaran cargas axiales (compresion y tension)
para estimular al biomaterial. A continuacion, se explicaran los modelos fisico-matematicos

que rigen el comportamiento mecanico de los sélidos a estudiar.

Para poder simular las deformaciones de los solidos bajo las cargas aplicadas se
utilizara el concepto de esfuerzo. La Ecuacién 1.1 muestra la formula para obtener el valor
del esfuerzo o[Pa] mediante una carga F[N] aplicada a un area de andlisis A[m?]. Al estar
trabajando con cargas axiales, el esfuerzo resultante sera de caracter normal, colocandose un

signo positivo cuando se trate de una tensién y negativo para una compresion.

o=1 (1.1)



Otro concepto importante a utilizar es el de la deformacion. Usualmente se utiliza el
concepto de deformacién unitaria €, la cual hace referencia a la proporcion entre la
deformacion real 6[m] con respecto al tamafio total L[m] del elemento a estudiar. Esta se

puede observar a continuacion.

6
€ =-
L

(1.2)
Como se va a trabajar en el limite elastico del material, cabe recalcar que existe una
proporcionalidad entre la deformacién unitaria y el esfuerzo normal de un material. Esta esta

dada por el mddulo de elasticidad 0 mddulo de Young E[Pa].
oc=E-¢ (1.3)

Estas ecuaciones seran utilizadas mas adelante cuando se observe que se requiere una
deformacion uniaxial para estimular el scaffold disefiado. Esto hace referencia a una tension

en una sola direccion aplicada al biomaterial.

1.5.3 Mecéanica de fluidos

En el area de mecanica de fluidos, el modelo que es de interés es el del esfuerzo
generado en un area contigua a un flujo de cierto fluido. Es importante mencionar que el tipo
de esfuerzo no va a ser de caracter normal, si no cortante. El esfuerzo cortante t[Pa] se
presenta cuando existe un flujo que transita de forma paralela al area de estudio. Este flujo
va a generar una fuerza de reaccion en la superficie, la cual se traducira en un esfuerzo

cortante.

Este comportamiento se puede representar mediante la Ecuacion 1.4, en donde y[Pa -

. . s . ad _ .y .
s] es la viscosidad dinamica del fluido y %[s 11 es la variacion del perfil transversal de

velocidades en un punto de la superficie. Este perfil puede ser observado en la Figura 1.18.

u
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oy

(1.4)



Figura 1.18 Perfil transversal de velocidades en un fluido.
Fuente: Massey, B. Mechanics of Fluids [42].

Otro concepto que describe el comportamiento de un fluido es el NUmero de
Reynolds. Este indica la relacion entre diferentes pardmetros tanto la densidad|p],
viscosidad[u] y velocidad del fluido[v;], asi como la geometria[ D] por donde este circula.
La Ecuacion 1.5 es la que indica el Numero de Reynolds[Re].

Re = % (1.5)

Se dice que el comportamiento del fluido es laminar si es que el valor de Re<2100,
es transitorio si es que 2100>Re>2900 y, por ultimo, este si es Re>2900 se denomina
turbulento. Cabe recalcar, que para casos en los que este nimero es menor a 1, se le llama
flujo de Stokes o flujo progresivo. Este Gltimo caso se da cuando las fuerzas inerciales del
fluido son menores a las fuerzas viscosas, 1o que significa que la masa es practicamente

despreciable.

1.5.4 Campo eléctrico

Los modelos matematicos que rigen a la fisica detras de la estimulacion eléctrica son las
ecuaciones de Maxwell. Estas son utilizadas para estudiar el comportamiento de los campos
electromagnéticos. En la presente investigacion se utilizara la regulacion del campo eléctrico,
pero este a su vez, viene ligado del campo magnético, por lo que poseen caracteristicas

similares.
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VxE=-2 (1.5)
VXH=—]+5 (1.6)
V-D=p, (1.7)
V-B=0 (1.8)

En donde E[%] es el campo eléctrico, B[T] es el campo magnético, D[C - m~2] es el

desplazamiento eléctrico, H[%] es la magnetizacion, J[A - m~2] es la densidad de corriente y

p,[C - m~3] es la densidad del volumen de carga.

Luego de tomar ciertas consideraciones y arreglos matematicos se obtiene la
Ecuacion 1.9, que seré la base para nuestro analisis en tejidos. En esta se ve que la gradiente
del voltaje por la inversa de la densidad de carga sera la corriente i;[A] que pasa por el

material a analizar.

V- (—aWV) =i, (1.9)

De la Ecuacién 1.9 se puede generalizar el valor de la corriente dependiendo del
tejido a analizar y tomando en consideracion las fuentes del cambio de corriente. Esto se
puede apreciar en la Ecuacion 1.10, en donde i,,[A] es la corriente total en la membrana
celular y C,,[F], ina[A], ix[A] y i,[A] son la capacitancia de la membrana y corriente del
sodio, potasio y de fuga respectivamente. Por ultimo, V},,[V] es el voltaje transmembrana
resultante de la diferencia entre el voltaje extracelular V,[V] e intracelular V;[V]. Esta

ecuacion se reducira a la Ecuacion 1.11.

AV

. aVim .
lm = Cm? + Lion (111)

Vn =Vi—Te (1.12)



Ahora, se toma en consideracion que no se podra realizar el analisis en cada célula por
lo que este se dividird en la parte intracelular como en la parte extracelular. Esta
consideracion junto con el remplazo de i;[A] en la Ecuacién 1.9 por Bi,,, nos dara la
Ecuacion 1.13 (parte extracelular) y la Ecuacion 1.14 (parte intracelular), donde g es el
parametro del tejido que representa el total de area de membrana celular por unidad de

volumen.

V- (=0, VI,) = Bin (1.13)
V' (=0;VV}) = Bin (1.14)

Luego se va a reemplaza la Ecuacion 1.11 y la Ecuacion 1.12 en la Ecuacion 1.13 y
se obtienen los estimulos de corriente i . [A] aplicados a la region extracelular para obtener
la Ecuacion 1.15. Esta rige el comportamiento eléctrico en la parte extracelular. Este
procedimiento de reemplazo se hace de igual manera para la corriente en la region
intracelular igz;[A] y se obtiene la Ecuacion 1.16.

av;

dve
dt

V(-0 VV.) =f (Cm = Cn dt + iion) + ise (1.15)

dav, ave | . ,
V- (_O-iVVi) =p (Cmg = Cn dt + Lion) + L5 (1-16)



CONCLUSIONES

Se puede concluir que el presente trabajo de investigacion posee relevancia cientifica en
el ambito del desarrollo de scaffolds para equipos de investigacion en el campo de la
ingenieria de tejidos. Esto se determiné al haber podido realizar los objetivos propuestos al
inicio de la investigacion. Se consiguio analizar los parametros de estimulacion, asi como los
requerimientos del disefio. Este fue un paso sumamente importante para el poder investigar
sobre el desarrollo de los estudios computacionales, ya que no se encontraba un estudio de
este tipo en la literatura. Luego, se pudo estudiar sobre los distintos tipos de disefios de
scaffolds para el tejido musculo esquelético, asi como aprender de biomateriales apropiados

para las condiciones de la investigacion.

Este estudio ha sido capaz de recopilar y analizar ciertas ramas tangentes y también de
la ingenieria—biologia, maquinaria, estimulos fisicos y métodos de modelamiento y
simulacion—para poder brindar un marco conceptual en el que estos conceptos y estudios se
relacionan. Esta compilacion de teoria serd de apoyo para poder resumir y dar un primer
contacto con el area de estimulacion fisica y simulacion de tejidos biologicos a futuros
cientificos interesados en desarrollar esta rama de la ingenieria. Esta investigacion es un
pequefio paso para poder solucionar eventualmente la problematica en temas como los

trasplantes de 6rganos y la disponibilidad de estos al probar farmacos y tratamientos medicos.

Se planea mas adelante el desarrollo del disefio mismo asi como de un protocolo de
estimulaciéon en el cual se utilicen la mayor cantidad de estimulos fisicos posibles—como es
de encontrarse en un entorno bioldgico real. Junto a este proceso, se presentara una serie de
simulaciones para respaldar el disefio brindado; esto ayudara a ver como se comporta el tejido
con el protocolo utilizado. Por ultimo, se iterara en este planteamiento para poder realizar
mejoras y proponer trabajos futuros en los que la presente investigacion pueda utilizarse de

complemento.
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