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Resumen

Los estimulos mecanicos en las células son uno de los factores relacionados con la actividad
celular. Estos estimulos mecanicos se estudian para la regeneracion de tejido dafiado dentro
de la disciplina de ingenieria de tejidos. En los recientes estudios, las células son soportadas
por una estructura 3D (andamios) que actia como sustituto a la matriz extracelular y permite
el mejor control de los estimulos mecanicos que sufren las células. Parametros como la
porosidad, el tamafo de poro y morfologia juegan un papel importante en las propiedades
mecanicas, la conduccidon de nutrientes, asi como en la magnitud de los estimulos
provocados en bioreactores.

El presente proyecto pretende evaluar los estimulos mecanicos y las propiedades mecanicas
de dos morfologias de andamios regulares con vista a su posible utilizacion como sustitutos
de zonas dafadas de un hueso. Se analizan estructuras regulares con diferentes
porosidades y formas. En el proyecto se evalluan las respuestas mecanicas bajo compresion
pura y el comportamiento con la perfusion de fluido

Para tal estudio, se utilizara el programa de MEF (método de elementos finitos) de MSC
Software Marc Mentat 2007 para la reconstruccion y analisis de los modelos. Los modelos se
reconstruyen en dos fases separadas de sdlido y fluido. El polimero con el que se trabaja es
el D,L-PLA (Polimero de acido polilactico).

Algunos de los andamios evaluados tienen capacidad de resistir los requerimientos
mecanicos existentes en las zonas de reparacion osea. Los resultados de la simulacion de
los andamios bajo compresion muestran una clara deformacién en la zona de union de los
poros. La deformaciéon mayoritaria dentro de la estructura es de compresién. Se observaron
valores de deformacion suficientes para la diferenciacion celular. La simulacion de la
perfusion del fluido dentro de estos andamios provoca unos niveles de estimulo alto para una
velocidad de 1Tmm/s en la entrada del andamio.

El proyecto se lleva a cabo en el Institut de Bioenginyeria de Catalunya (IBEC) en la linea de
investigacion en biomecanica y mecanobiologia. Representa una porcion de una
investigacion o tesis de uno de sus miembros, Andy Luis Olivares Miyares, tutorizado por el
Dr. Damien Lacroix. Esta investigacion forma parte de un proyecto donde colaboran la
Universidad de Twente (Holanda), Universidad Hospital de Basel (Suiza) y la Universidad de
Napoles (ltalia).
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Abreviatura

CAB tool: Herramienta Bioldgica Computacional (Computed Aided Biological tool)
CAD: Disefio asistido por ordenador (Computed Assisted Design)

ECMs: Matriz extracelular (Extracellular matrices)

FDM: Modelado por deposicion fundida (fused deposition modelling)

FEA: Andlisis por elementos finitos (AEF)

FEM: Método de elementos finitos (MEF)

HA: Acido Hialurénico

LOM: Manufactura de objetos por laminas (Laminated Object Manufacturing)
PCL: Policaprolactona

PEG: Polietileno glicélico

PEO: Polietileno oxidico

PGA: Poliglicolicos

PLA: Acido polilactico

PPF: Polipropileno fumarato

RP: Prototipado rapido (Rapid Prototyping)

SFF: Fabricacion libre de sélidos (Solid Freeform fabrication)

SJI: Impresion por chorro (Single Jet Inkjet)

SLA: Estereolitografia (Stereolithography)

SLS: Sinterizado por laser selectivo (Selective Laser Sintering)

TE: Ingenieria de tejidos (Tissue Engineering)

3-DP: Impresion en tres dimensiones (Three Dimensional Printing)
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Nomenclatura
O : tensién

T : tensién cortante

7" ; deformacién cortante

€ : deformacion axial

V' flujo de fluido

U : coeficiente de Poisson

A :constante de Lame

P . densidad

H . viscosidad

O : desplazamiento

A: drea

E: médulo de Young

F: fuerza

G: médulo de rigidez en cizalla
K: rigidez

P : presion hidrostatica

S : tipo de diferenciacion del tejido

U . velocidad del fluido
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1. Introduccidén

Para un andamio Oseo son esenciales las caracteristicas biomateriales como las
interacciones con las moléculas y las células, la biocompatibilidad, y la osteoconduccién.
Ademas de estas caracteristicas, la clave del disefio de estas estructuras tridimensionales
esta en la arquitectura y la geometria de los poros.

Desarrollos recientes en el disefio y tecnologias de fabricacion, han hecho posible crear
andamios con arquitectura controlable, dejando atras la problematica de las irregularidades y
la complicada fabricacion de los andamios tradicionales. Se ha dado lugar a estudiar otros
tipos de andamios, donde es posible controlar la morfologia y brinda un mayor entendimiento
de lo que puede ocurrir dentro de estos andamios en cuanto a estimulos mecanicos. Para el
estudio de estos andamios se recurre a otros tipos de materiales los cuales pudieran
beneficiar la actividad celular con el anadido de ser controlable y de facil procesado con
“biopolimeros”.

La actividad celular se relaciona con los estimulos mecanicos que sufren las células. Se
recurre a estudios numéricos y computacionales de tales estimulos. Los estudios numéricos
son de gran importancia para poder comprender y predecir la regeneracion de tejido sin
tener que trabajar con células, reduciendo el costo experimental.

El deseo de este estudio es hacer un aporte en el ambito social y cientifico para el avance
del conocimiento de las tecnologias de reparacion y/o sustitucion de tejidos para mejorar la
calidad de vida humana.

1.1. Objetivos del proyecto

El objetivo fundamental es analizar las propiedades mecanicas y simular el comportamiento
de un andamio de disefio regular obtenido por un método computacional. Comparar los
resultados en relacion a dos porosidades diferentes. Evaluar las condiciones de contorno
para que el andamio ayude a las células madre adheridas a la superficie a diferenciarse y a
proliferar para conseguir la regeneracioén ésea.

Se plantea la hipotesis de que mediante métodos matematicos sea posible predecir la
diferenciacién en tejido 6seo de las células mesenquimales en andamios de configuracion
homogénea.
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1.2. Abasto del proyecto

La validacion para que un andamio sea apto para uso médico comprende muchas etapas de
disefio, fabricacion y analisis tanto en ordenador como en laboratorio. Este proyecto solo se
centra en una etapa de todas las previstas en la entera investigacion. Es por esto que el
proyecto parte de dos disefios de celdas unitarias (con dos porcentajes de porosidad
distintos) y se mostrara el analisis de estas estructuras por elementos finitos.

En resumen, se estudian las propiedades mecanicas en relacion a sus morfologias y
porosidades. Para el estudio se programan las siguientes tareas:

e Definicién de las estructuras a estudiar.
e Construccion de las estructuras y determinacion de un volumen representativo.
¢ Modelos del sdlido y el fluido para las diferentes estructuras.

e Comparacion de los estimulos mecanicos.

Fig. 1.1. Estructuras a estudiar. a) Estructura Hexagonal [1]. b) Estructura Gyroid [11].

En la Figura 1.1 se muestran las estructuras que se evaluaran. La primera imagen (a),
corresponde a la estructura estudiada por Chua [6], la estructura que se escoge pasa los
criterios de seleccién que él propone en una libreria de estructuras para la fabricacion de
andamios. La segunda imagen (b), se extrae de un estudio que realizé Gabbrielli [11], el cual
propone a partir de un analisis de la superficie. Esta ultima estructura ademas permite el
disefio de un gradiente de porosidad muy similar a la estructura del hueso.
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2. Estado del arte

2.1. Introduccion

Las demandas de transplante de 6rganos y tejidos son muy superiores a los 6érganos que se
pueden ofrecer por donantes.

La ingenieria de tejidos (IT) es una alternativa al transplante de érgano o tejido para reparar
una disfuncién. Para la creaciéon de este tipo de implante, se disocia el tejido donado en
células individuales. Las células se adhieren y se cultivan en un sustrato apropiado y
posteriormente se implanta en el sitio deseado. Entonces, poblaciones de células aisladas
pueden proliferar in vitro utilizando técnicas de cultivo. Sin embargo, las células aisladas no
pueden formar tejido por si solas. Estas células primarias dependen del anclaje y requieren
medios especificos, que frecuentemente incluyen la presencia de un soporte material para
actuar como plantilla de crecimiento. Es por eso, que el éxito del transplante se basa en el
desarrollo de un substrato para el cultivo del tejido in vitro e in vivo [1]

Actualmente, se estudian estos substratos, principalmente en forma de andamios. Este
estudio se centra en los andamios 6seos. Las bases tedricas para la realizacion del proyecto
se inician en el conocimiento del hueso, que es donde se pretende que el andamio actue
promoviendo la actividad celular, siguiendo con el conocimiento de los requisitos que el
andamio debe poseer en geometria, material y propiedades mecanicas para que la viabilidad
celular, proliferacion y regeneracién sean posibles. Estos requisitos se evaluan
habitualmente por métodos de elementos finitos. También se muestra el estado del arte en
cuanto a la fabricacion actual de estas estructuras. Todos estas bases se muestran en los
siguientes apartados.

2.2. El Hueso

El hueso es un tipo de tejido conjuntivo rigido que constituye el esqueleto. Tiene la funcion
de proteger los érganos vitales, permitir la locomocion y desempefian un papel vital en la
homeostasis (equilibrio) del calcio en el organismo. El tejido 6seo estd compuesto por células
y componentes extracelulares calcificados que forman la matriz ésea. Se caracteriza por su
rigidez y su gran resistencia tanto a la traccién como a la compresioén.

Esta dividido morfolégicamente en dos zonas fundamentales, una cortical o compacta y otra
trabecular o esponjosa tal como muestra la Figura 2.1.
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Fig. 2.1.  Estructura, partes y tipos de tejido del hueso [26]

El hueso compacto (Fig. 2.2.a) es una masa solida dispuesta en laminas. Contiene
cavidades dispersas que albergan, cada una, un osteocito o célula ésea. Los osteocitos se
comunican entre si a través de canales finos que parten de la cavidad y que ademas podrian
desempefiar un papel importante en la nutricion de dichas células. Las laminas del hueso
compacto se disponen de forma concéntrica alrededor de unos conductos paralelos al eje
longitudinal del hueso llamados conductos de Havers, que contienen tejido nervioso y vasos
sanguineos que proporcionan a los huesos nutrientes organicos. Estan conectados entre si,
con las cavidades medulares y con el exterior por los denominados canales de Volkman.

500 pm

a) f v 6.0 60x 5 . _ - _

Fig. 2.2.  a)Hueso compacto o cortical. b) Hueso esponjoso o trabecular [16].
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El hueso esponjoso (Fig. 2.2.b) consiste en un entramado de trabéculas o laminillas 6seas
que se disponen de forma tridimensional, creando cavidades comunicadas, ocupadas por
una red de tejido conjuntivo que recibe el nombre de tejido medular o mieloide. La médula
Osea supone de un 2 a un 5% del peso corporal de una persona y esta formada por dos tipos
de tejidos. La médula ésea amarilla estd constituida principalmente por tejido adiposo vy la
médula 6sea roja es un tejido generador de células sanguineas: glébulos rojos, globulos
blancos y plaquetas.

La zona externa de los huesos (el hueso cortical), que encierra todos los componentes antes
mencionados, esta formada por el tejido 6seo mas compacto y duro, cubierto por una
membrana fibrosa vascular que recibe el nombre de periostio.

Este tejido 6seo se renueva y se reabsorbe continuamente, gracias a la actividad de sus
células especificas. Estas células son los osteoblastos, responsables de la formacion de
tejido 6seo nuevo; los osteocitos, que son los osteoblastos maduros y desarrollan una
actividad menor; y los osteoclastos, que se encargan de reabsorber o eliminar la materia
Osea.

Las células osteoprogenitoras son células de origen mesenquimal (o células madre,
procedentes del embrién) que originan el tejido 6seo. Estas células cuentan con potencial
para diferenciarse a fibroblastos, condroblastos u osteoblastos. Las células
osteoprogenitoras persisten hasta la vida postnatal. Durante la fase de crecimiento de los
huesos, estas son mas activas; también aumenta su actividad ante el fendmeno de
reparacién de lesiones 6seas. Como se supone que los osteoblastos y los osteocitos
carecen de capacidad mitética, parece evidente que a medida que disminuye la poblacion de
osteoblastos durante los procesos de remodelacion continua del hueso, las células
osteoprogenitoras que proliferan y se diferencian proveen de nuevos osteoblastos para el
tejido [26].

2.3. Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos (TE), un importante tépico emergente en ingenieria biomédica, ha
mostrado la creacion de alternativas bioldgicas para tejidos harverianos, implantes y prétesis.
El concepto de Ingenieria de Tejidos se basa en la extraccion de células del paciente,
expandir su poblacion en un cultivo de células, el tejido resultante luego se injerta otra vez en
el paciente para que sustituya el tejido que se ha remplazado. Es necesario una matriz
extracelular artificial (0 andamio) para que las células madre se acomoden, puedan guiar el
crecimiento y regenerar el tejido en tres dimensiones [1].
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Se fabrica el andamio modificandose la superficie con células y diferentes proteinas que
estimulen la respuesta celular y activen los genes responsables de la diferenciacién y la
mineralizacion del tejido 6seo. Posteriormente se realiza el cultivo in vitro controlando las
condiciones mediante un bioreactor, luego este andamio en el cual se han diferenciado las
células es implantado al paciente hasta que finalmente ha sanado el hueso (Fig. 2.3). Otra
via, seria implantar el andamio directamente en la zona afectada y el propio organismo que
actuara como bioreactor, proporcionandole los estimulos mecanicos.

moleculas
T da s=fial

‘%F&‘

i, o -

Ry — ~ hud | A
Hueso
Matriz 3D Cultive Implante ganado

Fig. 2.3. Esquema del proceso de regeneracion ésea [27]

2.4. Proceso de regeneracion 6sea en los andamios

2.4.1. Adhesion de las células a la superficie del andamio

Los sistemas de cultivo in vitro que proporcionan un medio de flujo dinamico en los
andamios, se disefian para mejorar el intercambio de nutrientes y el crecimiento de las
células. Estos sistemas de cultivo de tejidos se utilizan como bioreactores para tejidos mas
uniformes, o para simular aspectos del medio in vivo.

Ademas de mejorar el transporte de masa, los sistemas bioreactores pueden utilizarse para
controlar los estimulos mecanicos que se proporcionan.

Los sistemas de cultivo que incorporan un medio de flujo dinamico para desarrollar tejido de
hueso o cartilago, en general, mejoran (en comparacioén al cultivo estatico) la viabilidad de
células, la proliferacion y la produccién de matriz extracelular [5].
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En el articulo de Cartmell (2003) [5] se recolectan los niveles de flujo de fluido que son o no
adecuados para obtener mas alta adhesion de células:

¢ 0,01ml/min. Resulta una alta proporcion de viabilidad de células, dentro y fuera de la
superficie del andamio.

e 0,1 a 0,2ml/min. Resulta a la mitad de viabilidad de células y la mitad de células
muertas en la superficie del andamio.

e 1ml/min. Resulta a casi el total de células muertas después de 7 dias de cultivo
debido a los niveles de tension cortante que induce el fluido (aunque dependera de la
geometria interna del andamio).

Estos rangos, se muestran a nivel orientativo, ya que las estructuras con las cuales trabaja
Cartmell no son las mismas con las cuales se trabaja en este proyecto, en consecuencia los
rangos de flujo para la viabilidad celular van a variar. Dado que se trabaja con valores de
velocidad y no de flujo, se trabaja con una velocidad de 1mm/s que corresponderia a un flujo
de 0,04ml/min. Se escoge este valor por ser un valor proximo al recomendado por Cartmell.
Al trabajar con la unidad en velocidad se facilita el tratamiento de los datos.

Un flujo de fluido determinado, puede variar los niveles de tension cortante en las células
segun la porosidad, tamafio de poro y anisotropia de los poros.

2.4.2. Migracion y proliferacion de las células

Se ha encontrado algun algoritmo [3] en el cual se aplica la migracion y proliferacion celular a
la simulacion de la diferenciacion de tejidos, aunque es habitual atribuir tal efecto a la
morfologia del andamio. La migracion y proliferacion celular se incrementa con la mayor
interconexion de la porosidad, por lo que se supondra tal efecto, ya que los andamios que se
analizan son de alta interconexién y ya se ha previsto en el disefio inicial.

El estudio de Porter del 2004 [20] atribuye la mejora de la migracién y proliferacion celular a
valores de tension cortante alrededor de 5-10°Pa (0,05mPa), datos que se obtienen para la
perfusion a una velocidad de 0,01ml/min.

2.4.3. Mecano-regulacion de las células

El cuerpo alberga muchos tipos de células progenitoras que son capaces de dividirse y
reproducirse. Estas células terminan diferenciandose y tienen unas caracteristicas
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especificas que contribuyen a su funcién especializada. Entre estas células progenitoras hay
las células mesenquimales (MSCs), estas células son capaces de fabricar tejido 6seo,
cartilago, musculo, médula 6sea y otros tejidos conectivos como indica la Figura 2.4.
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Fig. 24. Esquema de mecano-regulacion a partir de células madre [24]

Aunque estas células progenitoras pueden detectarse, es muy dificil saber su cantidad y su
localizacion en el cuerpo. Sin embargo, se ha demostrado en la literatura que el nimero de
MSCs decrece con la edad y su presencia puede controlar la reparacién del tejido
esquelético [24].

La formacion y regulacion de tejido mesenquimal es muy complejo, ya que también existe
dentro de las lineas de cada célula, la plasticidad de las células maduras, que fue propuesta
25 afnos atras y muestra que condrocitos altamente diferenciados podian ‘transdiferenciarse’
a osteoblastos como también los adipositos [24].

Las condiciones mecanicas en la que los andamios se encuentren, influyen directamente
como estimulos para la diferenciacion de las células madres en otros tipos de células, para
esta investigacion en osteoblastos.

Existen algunos mecanismos de mecano-regulacién basados en diferentes tipos de
estimulos para las células en fractura 6sea. Carter [4] relacioné la diferenciaciéon celular a
partir de la tension hidroestatica en 1988. Prendergast en 1997 [21], sugirié un algoritmo en
base a un material poroelastico, propuso estimulos a partir de deformaciones y una
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velocidad de fluido intersticial. Claes y Heigele en 1999 mostraban regulacién celular a partir
de tensiones y deformaciones [13].

El algoritmo de mecano-regulacion para la diferenciacion de las células utilizado en esta
investigacion (Figura 2.5) se basa en el modelo de Prendergast (1997) [21] y validado por
Lacroix y Prendergast (2002) [14]. Este algoritmo se disefio para el sanado de una fractura
6sea, no para andamios, aun asi se intenta relacionar los niveles de estimulo en la superficie
del andamio comparandolos con este algoritmo.

De acuerdo con el algoritmo de Lacroix y Prendergast (2002) [14], la diferenciacion del tejido
es funcion de las magnitudes de deformacion octaédrica () y flujo del fluido (v ) segun la

siguiente ecuacion:
—+— Ec. 2.1
b ( )

Donde los valores de a = 0,0375 y b = 3ums™" son parametros resueltos experimentalmente.
El valor que se obtiene de S, da informacion sobre el tipo de tejido que se obtiene con el
tiempo.

h s ;
T 9 Tejido conectivo
£ fibroso
g
= 3
T
z 3E? .
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B dnc?
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Detﬂima

Fig. 2.5. Algoritmo de Mecano-regulacién, el cual predice la diferenciacion del tejido a partir de estimulos
biomecanicos (deformacion y la velocidad del fluido) [14].

Altos niveles de estimulo producen la diferenciacion de las células mesenquimales a
fibroblastos, niveles intermedios a condrocitos, bajos niveles provocan la diferenciacion a
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osteoblastos y valores muy bajos la reabsorcién. Muy altos niveles de estimulo, provocarian
el desprendimiento de las células del andamio o la muerte celular (apoptosis).

La mecano-regulacion de este algoritmo también puede representarse en funcién de la
deformacion octaédrica vs la tension cortante (Fig. 2.6).

Para determinar S el modelo de la Figura 2.6 la ecuacion seria la siguiente:

(Ec. 2.2)

donde ahora los parametros a = 0,0375 y b = 10 mPa. Por lo que los rangos de
diferenciacion para una fractura 6sea son:

S £0,26: hueso maduro

0,26<S<1

: hueso inmaduro

1<S <3: cartilago

3< S <6: tejido fibroso

6 < S : apoptosis o desprendimiento celular

Fluid shear stress (mPa)

60 |

30

10

2,66

~

Fibrous
(connective)

i Cartilage

“
~ Immature
woven bone 4.
.

Mature
woven bone

tissue _

Apoptosis

=
11.25 22.50
Octahedral shear strain (%)

Fig. 2.6.

biomecanicos (deformacion v tension cortante).

Algoritmo de Mecano-regulacion, el cual predice la diferenciacion del tejido a partir de estimulos
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Los valores o rangos de mecano-regulacion experimentados por otros investigadores se
muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2.1. Rangos de mecano-regulacion experimentados por algunos investigadores.

Tension cortante debida al fluido (Pa)

Cowin 2002 [9] 0,2a6 Remodelacion dsea

Lacroix y Prendergast 2002 [14] 1e-6 a 0,06 (adaptado a partir de Diferenciacién
velocidades de fluido)

Prendergast 2004 [22] 0,6 Remodelacion ésea

Reich y Frengos 1991 [20] 0,5a15 Proliferacion

Porter 2005 [20] 510° Proliferacion
5,710 Muerte celular

Deformacion (%)

Cowin 2002 [9] 0,04 a 0,3 en la geometria externa; Remodelacién ésea
1a 10 en las células.

Lacroix y Prendergast 2002 [14] 05 en la geometria externa; Diferenciacion
0 a 3,75 en la superficie en contacto
con las células.

2.5. Propiedades mecanicas

El andamio debe sustituir las funciones mecanicas de la zona dafada del hueso. Ademas, el
andamio debe poseer unas caracteristicas minimas para que la regeneracion del hueso
pueda darse, estas caracteristicas se especifican en el apartado de disefio de andamios (ver
apartado 2.6, Pag.20).

En la siguiente figura (Fig. 2.7) se observa el proceso de regeneracion 6sea. El estado de
disfuncién mecanica del hueso cuando hay una rotura (a) se repara con el emplazamiento de
un andamio de similares propiedades mecanicas al hueso sano (b). Durante el proceso de
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degradacion del andamio se producira la regeneracién 6sea por lo que las propiedades

mecanicas se veran compensadas (c) hasta la reparacion total del defecto (d).

Mechanical Function
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Fig. 2.7.

Esquema de la funcién mecanica del andamio biodegradable hasta el fin del proceso de

regeneracion 6sea [1].

2.6. Disefio de andamios regulares

Los andamios regulares se estudian para intentar resolver la mineralizacion irregular y no
controlada que se ha experimentado con los andamios tradicionales. Un ejemplo de estos
andamios irregulares son reportados por Cartmell en 2003 [5], el cual se observa en la
Figura 2.8 la formacién de hueso solo en la periferia del andamio.
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Fig. 2.8. La figura muestra la mineralizacién de un andamio irregular utilizado en el estudio de Cartmell en
2003 [5].

Este problema lleva al desarrollo de disefios mas elaborados de andamios regulares los
cuales pueden evaluarse anteriormente por ordenador.

Hay algunos requerimientos en el disefio de andamios que son complejos e incluso no del
todo entendidos. Los materiales a utilizar han de ser materiales bioactivos y biocompatibles
(tanto en origen como en forma degradada), los andamios deben tener propiedades
mecanicas apropiadas para resistir y proveer de los estimulos adecuados a las células. Los
andamios, deben ser porosos y permeables para permitir la incorporacién de células y
nutrientes y deben mostrar la superficie estructural y quimica adecuada para la adhesién y el
funcionamiento celular.

Un tema importante es la eleccion de un buen material, que sea ante todo biocompatible y
biodegradable (biomateriales de tercera generacion) ademas de poseer buenas propiedades
mecanicas y un procesado relativamente facil. Lo cual, nos llevaria a escoger un polimero
sintético, una bioceramica o una combinacion de los dos. La degradacion del polimero es
debido a su hidrdlisis y resulta un decrecimiento del peso molecular o la reduccion de la
rigidez del andamio. De modo que deberia ser necesaria la simulacion o seguimiento de la
regeneracion ésea mientras se produce la degradacion del andamio.

La arquitectura del andamio contribuye sustancialmente en el desarrollo de las funciones
biolégicas de los tejidos a regenerar y proporciona condiciones nutricionales y organizacion
espacial para el crecimiento de las células. Es por eso, que la regeneracion dependera de

[1I:
¢ la porosidad (o area superficial): favorece la adhesion y crecimiento de las células.
e el tamafio, forma y distribucion del poro en el andamio: para que la célula gane la

suficiente masa para reparar el tejido y la vascularizacion para permitir la difusion del
paso de nutrientes o desechos. EI minimo tamafio de poro esta dictado por el

:ﬁ*ﬁe-
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diametro de la célula, que varia dependiendo del tipo y se ha demostrado
experimentalmente un tamafio de poro 6ptimo.

e interconexion de poros: para el transporte y migracion de células.

Tabla 2.2. Crecimiento éseo dependiente de la porosidad y el tamafio de poro [1].

Seaffold pore
Reference size (pm) Porosity Mineralize tissue ingrowth/comments
Klawitter et al.* Type I: 2-6 m 33.5% No tissue ingrowth
Type II: 15-40 ftm 46.2% No bone ingrowth, fibrous tissue ingrowth
Type I1I: 30-100 ptm 46.9% 50 pm of bone ingrowth, osteoid and fibrous
80% pores = 100 fm tissue ingrowth
Type IV: 50-100 ftm 46.9% 20 pm of bone ingrowth by 11 weeks and 500
63% pores = 100 fm #m of ingrowth by 22 weeks, osteoid and fibrous
tissue ingrowth
Type V:60-100 4m 48.0% 600 pm of bone ingrowth by 11 weeks and 1,500
37% < 100 pm Mm of ingrowth by 22 weeks, osteoid and fibrous
tissue ingrowth
Whang et al.>* =100 pm 35.3% Not statistically different from untreated controls
=200 mm 51.0% Not statistically different from untreated controls
=350 pm 73.9% Statistically significant more bone than all other

groups

La tabla 2.2 nos indica que una buena porosidad para la formacién de tejido 6seo estaria
entre un 45% y un 80% aproximadamente.

El andamio debe mantener la estructura y soportar las solicitaciones mecanicas una vez
implantado, eso dependera de la rigidez, la elasticidad, absorcion de la interfase y la
degradacion quimica.

También el andamio debe ser de facil
configuraciones (variaran en cada paciente y fractura) y reproducible para mantener la
estabilidad dimensional del andamio. Debe permitir la incorporacion o el contenido de
aditivos o agentes activos para incrementar la velocidad del crecimiento del tejido.

procesado para poder obtener distintas

2.7. Materiales

La interaccion entre tejido y un material implantado pueden dar a la aparicién de efectos
tanto beneficiosos como perjudiciales. La biocompatibilidad se entiende como la
caracteristica de un biomaterial que pueda dar una respuesta no perjudicial al organismo.
Hay 4 tipos de respuestas descritas como biocompatibles [30]:
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1. Inerte: materiales implantables que generan poca o ninguna respuesta.

2. Interactivo: materiales implantables que estan disefiados para generar una respuesta
especifica y beneficiosa.

3. Viable: materiales implantables, posiblemente con incorporacién de células vivas,
que son tratados por el organismo como tejido normal y son reabsorbidos o
remodelados raras veces.

4. Materiales implantables consistentes de tejido nativo, desarrollado in vitro a partir de
células previamente obtenidas del paciente.

Polimeros sintéticos como poliglicdlicos (PGA), polilacticos (PLA), poli(anhidridos), poli(a-
hidroxiésteres), etc., y polimeros naturales como los colagenos, almidones y quitinas han
sido extensamente utilizados con éxito como materiales para andamios por su versatilidad y
facilidad de procesado [6].

Tabla 2.3. Propiedades de algunos polimeros y con referencia del la rigidez del hueso compacto y el acero [17].
Es bueno también tener presente el modulo elastico del hueso esponjoso que es de 0,4 a 1,2 GPa
dependiendo de la densidad [19].

Polymer Melting point { C) Glass transition Modulus® (Gpa) Elongation (%) Degradation time®
temperature ( C) {months)
PGA 225-230 35-40 7.0 15-20 oo 12
LPLA 173-178 60-63 27 5-10 =24
DLPLA Amorphous 55-60 1.9 3-10 12to 16
PCl 58-63 — 65— — 60 04 300-500 =24
PDO N/A —10-0 1.5 N/A oto 12
PGA-TMC N/A N/A 24 N/A 6to 12
85/15 DLPLG Amorphous 50-55 20 3-10 Stob
75/25 DLPLG Amorphous 50-55 20 3-10 4to s
65/35 DLPLG Amorphous 45-50 20 3-10 Jtod
50/50 DLPLG Amorphous 45-50 20 3-10 1to2
Bone 10-20
Steel 210

2.8. Mecanica de los materiales

Fuerzas externas

Las solicitaciones mecanicas aplicadas al exterior del andamio, fuerza de compresion, daran
lugar a las tensiones y deformaciones en el interior del andamio.
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Tensiones cortantes

Esfuerzo que actua tangente a un plano. En piezas prismaticas las tensiones cortantes
aparecen en caso de aplicacion de un esfuerzo cortante o bien de un momento torsor.

Deformaciones cortantes principales

Estado de deformaciones en un punto que describen las distorsiones angulares. Se asocian
con ejes a 45° respecto a las direcciones de las deformaciones principales axiales.

Deformacioén cortante octaédrica

Los planos octaédricos son 4 pares de planos paralelos cuyas inclinaciones con los ejes
principales son iguales. Estos planos forman un octaedro regular con los vértices justo en los
ejes principales. Esta teoria propone que el criterio de cedéncia en un punto del material
pasa cuando la tensién cortante en el plano octaédrico llega a un valor critico (Ec.2.3).
Algunos estudios hipotetizaron que la cizalla es uno de los estimulos de los cuales depende
la diferenciacion celular [14].

1
Ton = 5\/(r1 —1,) +(, -1, + (e - 7,) (Ec. 2.3)

Si se evallua la tension cortante octaédrica con un ensayo uniaxial de fractura, se tiene

o,=0;=0yla o, esla o,, entonces se obtiene la siguiente relacion:

T, =% 20,° (Ec. 2.4)

La cual relaciona el criterio de fallo utilizado con el criterio de cedencia de Von Mises:

Jo,-0,) +(0, -0, ) +(03 -0, ) =20, (Ec. 2.5)

Por lo que el criterio descrito es similar al conocido criterio de Von Mises pero en términos de
tensiones cortantes principales. Se describe el criterio en términos de deformaciones
cortantes, que es el que se utiliza posteriormente para el tratamiento de datos ya que son las
deformaciones que padeceran las células si se adhieren a la superficie:

2
Voo = 5\/ (=72 + (s =12 + (s =) (Ec. 2.6)
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Debido a que estos estimulos estan todavia en estudio, algunos investigadores establecen la
deformacion octaédrica de estudio como la mitad de la deformacién octaédrica, sera la que
en principio seguira este proyecto.

1

Vest = Eyoct (EC 27)

Presion del fluido

La presion hidrostatica es la parte de la presion debida al peso del fluido en reposo. En un
fluido en reposo la uUnica presion existente es la presion hidrostatica. En un fluido en
movimiento ademas puede aparecer una presion hidrodinamica adicional relacionada con la
velocidad del fluido.

La presion hidrostatica, provoca, en fluidos en reposo, una fuerza perpendicular a las
paredes del recipiente o a la superficie del objeto sumergido sin importar la orientacion que
adopten las caras. Si el liquido fluyera, las fuerzas resultantes de las presiones ya no serian
necesariamente perpendiculares a las superficies. Esta presion depende de la densidad del
liquido en cuestidn y de la altura a la que esté sumergido el cuerpo.

2.9. Elementos Finitos (FEM/ FEA)

El método de elementos finitos es un método de aproximacion de problemas continuos. Se
divide un modelo en un numero finito de partes llamadas “elementos”, de modo que se
convierte un cuerpo continuo a un modelo discreto aproximado. Para la caracterizaciéon del
comportamiento de este cuerpo se asocia un numero finito de parametros en cada vértice o
nodo. Estos nodos, son los puntos de unidon de cada elemento con sus adyacentes. De
modo que, el comportamiento de cada elemento queda definido por funciones de
interpolacion entre los nodos. Este método, caracteriza mecanicamente un material, lo que
permite conocer su comportamiento dependiendo de las solicitaciones a las cuales esté
sometido. Este método, tiene la ventaja de no ser destructivo y permite conocer la respuesta
mecanica en cada punto.

Para el modelo de sdlido se utilizan elementos tetraédricos de 4 nodos. Estos elementos se
utilizan para modelar sélido en 3D y tienen funciones de interpolacion lineal. La integracion
del centroide del elemento determina su rigidez. La distribucién de las cargas en las caras se
determinan por la integral en un solo punto en el centroide de las caras. Este elemento no
es adecuado para ensayar materiales con comportamiento plastico, pero si lo es para un
comportamiento elastico lineal [31].
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Fig. 2.9.  Elemento tetraédrico de 4 nodos (elemento tipo 134), utilizado en la modelo del sélido [31].

El comportamiento elastico lineal se determina a partir de las ecuaciones constitutivas
(Ec.2.8 a 2.14), las cuales se rigen por la ley de Hook. Este comportamiento se caracteriza
por la proporcionalidad de la tension y la deformacion en el rango elastico. La mayoria de
materiales con comportamiento elastico lineal son isotrépicos [31].

Modulo de Young (E): Relacion entre la tensién axial (o) y la deformacion axial (&) .

E=Z2

g (Ec. 2.8)
&

Coeficiente de Poisson (v): Relacién entre la contraccion lateral (¢') y la elongacion

axial (&)
v= i (Ec. 2.9)
£

Modulo de Rigidez en cizalla (G): Relacion entre la tension cortante (7 ) y la deformacion
cortante (7 ).

G=L1 (Ec. 2.10)
y

Donde G para un material isotropico, se puede determinarcon Ey v:

G=E/(21+v)) (Ec. 2.11)
Y la constante de Lame ( 1 ) se determina de la siguiente forma:

A=vE/((1+v)1-20v)) (Ec. 2.12)

Por consiguiente, se obtiene el estado triaxial de un punto en forma matricial con las
Ecuaciones 2.13y 2.14:
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E %E - I/E B % 0 0 0 O

Eyy %5 = e O 0 0 Oy

fn | W oo o olo,

2 |7 %3 o o« (Ec. 2.13)
27 % 0 || %x

27Xy % Ty

O A+ 2G G G 0 0 0)f &4

o, A+26 G 0 0 0]l ¢,

o, A+2G 0 0 O £,

- G o o2, (Ec. 2.14)
T, G 0|2y,

Ty G 2;/Xy

La parte fluida se analiza con un programa especializado en fluidos. Para el software
utilizado, los mismos elementos tetraédricos son validos para el analisis. El fluido que se
utiliza tiene comportamiento Newtoniano. Un fluido Newtoniano es un fluido con una
determinada viscosidad que se caracteriza por tener proporcionalidad directa entre las
tensiones tangenciales de rozamiento y la velocidad.

Las ecuaciones que describen el movimiento del fluido es la ecuacion de Navier-Stokes.
Esta ecuacién se formulo aplicando las leyes de conservacion de masa, movimiento y
energia y las leyes constitutivas y cinematicas de un fluido.

p(UV)u==VP+ 1V (Ec. 2.15)

donde:
U : velocidad del fluido

P : densidad
M : viscosidad

P : presién hidrostatica
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2.10. Prototipado

El prototipado rapido (rapid prototyping, RP) o fabricacion libre de sélidos (solid freeform
fabrication, SFF) son tecnologias recientes basadas en el avance computacional y de
manufactura. La principal ventaja de estas técnicas es la capacidad de producir productos
complejos rapidamente y directamente de un modelo en ordenador. Se utilizan en el campo
de la ingenieria de tejidos para fabricar estructuras altamente organizadas como los
andamios.

Desde su aparicion en 1987, son numerosas las tecnologias existentes dentro de este
ambito utilizadas para TE, entre ellas, las mas destacadas: SLA (StereoLithography), FDM
(Fused Deposition Modelling), SLS (Selective Laser Sintering), LOM (Laminated Object
Manufacturing), 3-DP (Three Dimensional Printing) y SJI (Single Jet Inkjet). Estas técnicas
pueden reproducir los disefios creados en ordenador a partir de sistemas CAD. Sin embargo,
la mayoria carecen de consistencia y repetibilidad, ya que estos procesos no estan
completamente controlados y no pueden repetir un trabajo previo con la debida exactitud.
También algunas técnicas, como la SLA o la FDM, debido a las altas temperaturas de
trabajo, tienen un rango de materiales a utilizar limitado excluyendo asi, por ejemplo, los
biomateriales.

Se presenta una nueva tecnologia, de la cual dispone el IBEC que resuelve los problemas
expuestos anteriormente [1]. Esta tecnologia de impresion directa, CAB tool (Computer
Aided Biological) extruye el material liquido sobre un sustrato que capa a capa va
reproduciendo un modelo generado por CAD, que posteriormente polimeriza o solidifica para
formar una estructura sélida. Las ventajas que presenta esta tecnologia son las siguientes: el
control completo sobre el patron a crear, no hay ningun paso de extraccion de material, es un
proceso consistente y repetible, de alta eficiencia y de buena relacion coste-efectividad [10].

La CAB tool es una maquina multi-cabezal que utiliza bombas neuméaticas. Una jeringuilla
rellena con el material a utilizar se sitia en el cabezal A través de diferentes boquillas
intercambiables de formas coénicas y de diferentes diametros de aguja se deposita el
biomaterial.
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Bomba 1: desplazamiento con
pistén

Bomba 3: “Bomba
inteligente”, con cabezal
ceramico

3 +
Bomba 2: jeringuilla con presién H

de aire

Fig. 2.10. Fotografia de las bombas neumaticas de la maquina CAB tool en el IBEC.

El sistema contiene una plataforma por las cuales la maquina se mueve en las direcciones
XY y un movimiento vertical en la direcciéon Z, cada uno de los ejes con un motor
independiente. La presion de aire, la velocidad en el cabezal, la apertura de la valvula, entre
otros, son factores determinantes en el buen control de deposicion del material que se
controlan a través del programa CAD.

Un dispositivo luminoso de fibra éptica que ilumina el area de deposicién y una cadmara a
varios aumentos permite seguir el proceso con mas detalle [10].

[SDispensador)
1spensing tip

(Extrusion de material) —
Material extrusion -

Fig. 2.11. a) CAB tool, modelo 3DN-300, maquina que posiblemente se emplee para la fabricacion del andamio
[28]. b) Vista esquematica de la deposicion del material [28].




Pag. 30 Memoria

Tabla 2.4. Biomateriales con los cuales se ha experimentado con la maquina [28]

Biomaterial Resumen

Poli (caprolactona) (PCL) Utilizado para formar andamios 3D con poros. También puede utilizarse
P en liberacion de medicamentos.

Col3 fioo | Hidrogel parcialmente soluble utilizado par encapsulado de células con
olageno tipo ) ]
construcciones 3D, o como parte de la estructura de un andamio.

. Hidrogel mas espeso que el colageno, puede utilizarse para los
Acido Hialurénico (HA) .
encapsulados de células o para estructurar el andamio.

PPF tiene la habilidad de entrecruzarse in situ y hacer andamios fuertes y
porosos. Afiadiendo PEG hidrogel se crea una construccion mas flexible
para encapsulado de células.

Poli (propileno fumarato-co-etileno glicélico) (PPF-
PEG)

Poli (etileno oxidico) (PEO) y poli (etileno glicdlico) PEO y PEG son hidrogeles faciles de disolver y mantienen muy bien la
(PEG) forma.

PLGA biomaterial muy popular con buenas propiedades constructivas,

(PLGA-co-PEG)-tribloque-dimetacrilato (PPTD) o ] o
combinandolo con PEG se crea un buen biomaterial hidrogel.

Matrices extracelulares (ECMs): intestino pequefio Material natural y biodegradable que puede utilizarse para andamios, pero
submucosa y mucosa de la vejiga urinaria. requiere de un proceso adicional como la homogeneizacion.

Buen material biodegradable para la fabricacion de andamios, cuando la

Gelatina de piel de becerro L
deposicion es atemperada.

También recientemente se ha experimentado el PLA para la fabricacion de andamios.
Proyecto realizado dentro de la misma institucién del IBEC en el Parc Cientific de Barcelona.

Es muy importante el control de la macroestructura durante la fabricacion del andamio
(propiedades mecanicas) y la microestructura (tamafio de poro, distribucion e
interconectividad). Los requisitos para un proceso controlado incluyen [10]:

1. Los procedimientos y las condiciones no deberian danar al material ni afectar en sus
propiedades ni utilidades clinicas.

El proceso tiene que controlar la macro y microestructura.

Los andamios deben ser consistentes

Un lote debe de ser repetible

El proceso debe ser suficientemente flexible para fabricar arquitecturas para
diferentes tejidos y érganos.

abrwd
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3. Materiales y Métodos

3.1. Materiales

PLA

El Polilactico se obtiene mediante polimerizacion por apertura de anillo del dimero ciclico del
acido lactico (Figura 3.1). El mondémero tiene un carbono asimétrico por lo que es factible
preparar polimeros con diferentes tacticidades. EI homopolimero derivado del mondmero
natural, L-lactico (L-PLA), presenta un elevado grado de cristalinidad (37%) debido a su
estereoregularidad. El material tiene alta resistencia a la tension y baja elongacion, y
consecuentemente tiene un médulo de Young elevado. El polimero es muy adecuado para
aplicaciones que tienen que soportar una carga como son las suturas y fijaciones
ortopédicas. Sus caracteristicas térmicas estan definidas por un elevado punto de fusién
(175-178°C) y una temperatura de transicion vitrea de 60-65°C [32].

o] 0]

0]
CH;,\ J\‘O .
) alizdor Lo om0 b,
\L)\CHE A CH: b, Iy

Dimero ciclico del
acido lictico

Fig. 3.1.  Sintesis del polilactico [32].

El material que se utiliza en la fase sélida del andamio es el D,L-PLA. El Poli (D,L-lactico) 6
D,L-PLA es un polimero amorfo que tiene una distribucién aleatoria de ambas formas
isoméricas del acido lactico, por lo que no puede pasar a una fase organizada o cristalina.
Este material tiene menor resistencia y mayor elongacion y degradaciéon mucho mas rapida
en comparacion con los otros lacticos, haciéndolo mas atractivo para sistemas de liberacion
de farmacos o suturas.

Este material fue aprobado por la FDA (Unit States Federal Food and Drug Administration)
para uso clinico.

En estudios recientes se utiliza este material con refuerzos de particulas de biovidrio o
cemento (HA) para la optimizacién de andamios para la ingenieria de tejidos. La
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incorporacién de estas particulas permite incrementar la resistencia del material mientras
aumenta la actividad de la regeneracién 6sea. Ademas no impide la inyeccion del polimero
para la fabricacion de andamios con Prototipage Rapido (RP).

DMEM

El material que se utiliza en la fase fluida es el Dulbeccos’ Modified Eagle Médium a 37°C
(DMEM). Se utiliza este material siguiendo la referencia de un estudio que realizo Bacabac et
al en 2005 [2].

Tabla. 3.1. Tabla de propiedades del material y el fluido [23] impuestas en los modelos de EF.

Modulo de Coef. Poisson Viscosidad Densidad
Young
D,L-PLA 3300 MPa 0,3 DMEM 1,4510°Pa's  1-10°Kg/m®

Se busca un material con propiedades mecanicas similares al hueso para que el andamio
pueda sustituir la parte del hueso afectado. En este caso, se analizan andamios para el
hueso trabecular, por lo que en primer lugar su rigidez tiene que ser similar.

Para el presente estudio sera necesario conocer las propiedades del hueso al detalle para
validar si la estructura objetivo de este estudio puede reemplazar temporalmente parte del
hueso, es por eso que se presenta la siguiente tabla:

Tabla 3.2. Propiedades de los diferentes tejidos del hueso. [14]

Granulation tissue  Fibrous tissue  Cartilage  Marrow  Immature bone  Mature bone  Cortical bone

Young's modulus (MPa) 0.2 2 10 2 1000 HOD0P 20000
Permeability (m*/Ns) 1E-14 1E-14" SE-15° 1E-14 1E-13 1.7E-13¢ 1E-1T°
Poisson’s ratio 0.167 0.167 0.167 0.167 0.3 0.3 0.3
Solid compression modulus (MPa) 2300 2300 300" 2300 13920 13920 13920¢8
Fluid compression modulus (MPa)  2300¢ 2300= 23004 2300# 2300= 2300# 2300#
Porosity 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.04"

*Hori and Lewis { 1982).

P Claes and Heigele (1999).
“Armstrong and Mow (1982).
“Ochoa and Hillberry (1992).
“Cowin ( 1999).

"Tepic et al. (1983).
EAnderson (1967).

" Sehalfler and Burr (1988).
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La Tabla de propiedades 3.2 fue utilizada por Lacroix y Prendergast [14] para el estudio de
su modelo y muestra las propiedades para los diferentes tejidos dseos.

La rigidez es la capacidad de un objeto sélido o elemento estructural para soportar esfuerzos
sin adquirir grandes deformaciones o desplazamientos. Los coeficientes de rigidez son
magnitudes fisicas que cuantifican la rigidez de un elemento resistente bajo diversas
configuraciones de carga. Normalmente la rigidez (K) se calcula como la razén entre la
fuerza aplicada y el desplazamiento obtenido por la aplicacion de esa fuerza:

F

K — reaccion

s (Ec. 3.1)

F . ..=>f
Donde: reaccion Z reaccion  de Jos nodos de la base fija.

O = desplazamiento = 0,0039 (y 0,004 en las estructuras Hex55 y Hex70)

La rigidez real del andamio va a disminuir por su porosidad, por lo que es necesario
determinar el modulo de Young efectivo o aparente a compresion axial (Esp):

F

E — reaccion

® = aL, (Ec. 3.2)

Foooo = f
Donde: reaccion Z reaccion de los nodos de la base fija.

A = Area total de la base (incluyendo porosidad)

€ = Deformacién aplicada = 0,005

3.2. Creacion y mallado con elementos finitos

La etapa de mallado se compone de 3 partes, las cuales se realizan con el mismo software
de elementos finitos MSC Marc Mentat:

- Creacion de la malla (solo para los modelos hexagonales)
- revision y mejora de la malla superficial

- mallado en volumen
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La creacion del mallado es unicamente para las estructuras hexagonales. Sus dimensiones
externas son sacadas del estudio que Chua realizé el 2003 [6]. Se calcula el espesor de las
estructuras para resultar la porosidad deseada, con las ecuaciones relacionadas con la
geometria, la siguiente ecuacion y la ayuda de calculo y validacion del mismo programa:

Vfluido

x100 (Ec. 3.3)
Vtotal

% porosidad =

Los espesores resultantes son de 0,052mm para obtener una porosidad del 70% y un
espesor de 0,067mm para obtener una porosidad del 50%.

Las complejas estructuras Gyroid son proporcionadas de otros estudios de Gabrielli 2008
[11] con un formato (*stl) compatible con el software que se utiliza.

La segunda etapa la conforman las mismas restricciones del software mencionado para
crear la malla volumétrica:

- no tener ningun elemento cruzado o doblado
- no tener elementos “aguja “ ( triangulos con angulos demasiado agudos)
- tener una superficie cerrada (eliminar las aristas libres)

Una vez resueltas estas condiciones, se genera el mallado en volumen con la funcién TET
MESH que genera elementos tetraédricos basandose en los elementos triangulares de la
malla superficial.

Para crear la parte fluida se impone que los nodos de la superficie sélida correspondan con
los nodos de la parte del fluido, para tal fin, se parte de la misma superficie mallada para
crear tanto sélido como fluido. Se invierte la orientacién de los elementos con el fin de
obtener el mallado en volumen de la parte fluida con los mismos nodos en superficie que el
mallado de la parte sdlida.

Para poder invertir la orientacion de los elementos hay que definir la cara interior y exterior de
una superficie, entonces, una herramienta del software, Patran Tet Mesher, realiza el
mallado en volumen llenando el volumen entre superficies exteriores mencionadas con
elementos tetraédricos.
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Fig. 3.2.  Orientacion de los elementos para el mallado en volumen. El gris representa la parte mallada. a)
Representacion del mallado de la parte sdlida. b) Representacion del mallado de la parte porosa.

Para poder mallar la parte del fluido se procede a eliminar los elementos de la superficie
exterior (representados en la Figura 3.3 por el cuadrado) y se intenta cerrar la conexion de
poros con la superficie exterior:

Fig. 3.3.  Cierre de la porosidad.

En esta etapa de creacion, por limitaciones del software, el cerrado exterior de los poros no
se puede realizar como se ha representado anteriormente, por lo que se opta por otra
solucion: el volumen resultante del fluido es un poco mayor al del sélido (aunque este cambio
de volumen no interfiere en los resultados). Este cambio de volumen se debe a la creacién
de unas superficies ficticias, exteriores al volumen sdlido, resultando un cubo de 0,03mm?®
mayor al volumen del solido. De este modo se cierra toda la porosidad.
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b1)

Fig. 3.4. Mallado en volumen de la parte sdlida a1) y fluida a2) para una estructura Gyroid.
Mallado en volumen de la parte sélida b1) y fluida b2) para una estructura Hexagonal.

Los elementos y nodos de los cuales esta compuesta cada malla se exponen en la Tabla
3.3.

Tabla 3.3. Elementos y nodos de los cuales esta compuesta cada una de las mallas.

Gyroid55% Hex55% Gyroid70% Hex70%
Elementos sdlido tetra (4) 297.760 17.278 128.543 28.289
Elementos fluido hex (8) 265.552 31.724 404.424 66.903
Nodos superficie (con las caras) 16.863 3.503 19.442 5.415

Nodos superficie (sin las caras) 10.266 2474 15.708 4.229
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3.3. Volumen representativo del andamio y condiciones de
contorno.

Los modelos de los andamios son estructuras regulares en 3 dimensiones. La geometria
habitual de los andamios es de forma cilindrica para poder hospedarse en el interior del
hueso o en el bioreactor. Se utilizan dos andamios con diferente morfologia y con
porosidades de 55% y 70% cada una (ver Tabla 2.2, P4g.22). Se hace referencia a las
estructuras con el nombre de Gyroid y Hexagonal con su respectiva porosidad.

Fig. 3.5. Geometria completa de los andamios &=7,5mm, h=3,5mm.

Para el estudio se genera un cubo, el cual sera de un volumen representativo. Este cubo se
compone de la repeticion de la celda unidad 8 veces (cubo de 2x2x2).
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Fig. 3.6. Volumen representativo de los disefios regulares de los andamios propuestos para el presente
estudio. a) Gyroid propuesto por Gabrielli [11]; b) Hexagonal propuesto por Chua [1].
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Se considera un volumen representativo ya que se analizan estructuras regulares y elasticas,
por lo que se espera que los resultados se repitan o sean proporcionales al resto de la
estructura segin una constante espacial. La consideracion de un volumen representativo
facilita el trabajo de disefio, analisis y el tratamiento de los datos.

Gyroid 55% porosidad Gyroid 70% porosidad

Hexagonal 55% porosidad Hexagonal 70% porosidad

Fig. 3.7.  Presentacion de las diferentes morfologias, los volimenes representativos y el nimero de elementos
analizados en este estudio.
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Tabla. 3.4. Tabla de caracteristicas de los volumenes representativos de las estructuras que se analizan.

Estructura Porosidad Volumen N° elementos
55% (0,78 x 0,78 x 0,78 mm) 297.760
Gyroid
70% (0,78 x 0,78 x 0,78 mm) 28.289
55% (0,78 x 0,78 x 0,8 mm) 17.278
Hex
70% (0,78 x 0,78 x 0,8 mm) 28.289

La reconstruccion, el mallado y el analisis por elementos finitos de las estructuras se crean
con Marc-Mentat (MSC Software). Se crean modelos separados de la fase sélida y del flujo
del fluido. Se quiere anticipar que resultados se obtendrian dentro del bioreactor, por lo que
las condiciones de contorno aplicadas para el analisis corresponden a las condiciones de
contorno que el andamio se encontrara dentro en el cultivo in vitro. Estas condiciones van a
ser de un flujo de fluido dinamico (cultivo de células mas rapido) y una compresion en el
solido (diferenciacion).

Dichas condiciones se simulan en un analisis de elementos finitos en condiciones estaticas
(en un solo tiempo) suponiendo que estas condiciones no van a variar en el tiempo. Esto ya
se sabe que no va a ser asi, pero este estudio solo tiene como objetivo evaluar los efectos
de dichas condiciones de contorno con respecto a la morfologia del andamio, por lo que solo
interesan los niveles de las solicitaciones en la superficie del andamio.

Las condiciones variables del andamio (degradacién del andamio, adhesion celular, aumento
de la viscosidad del fluido) estaran previstos en estudios posteriores.

Tipos de analisis y parametros a analizar:

- Andlisis del sdélido cuando se solicita a una carga compresiva:
i. Fuerza de reaccion

ii. Deformacién minima
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iii. Deformaciéon maxima
iv. Deformacién mayor

v. Deformacion octaédrica

- Analisis del fluido que pasa a través de la estructura imponiendo una
velocidad de entrada:

i. Velocidad de flujo interna al andamio
ii. Presion hidrostatica interna al andamio

iii. Tension cortante en la superficie del andamio

Para la simulacion de una carga compresiva (en el modelo sdlido) se aplica un
desplazamiento equivalente a un 0,5% de la altura en los nodos de la parte superior de la
malla y se fijan los nodos de la parte inferior. Se trabaja con material isotrépico con
comportamiento elastico lineal debido al nivel de deformacién que se puede producir en el
interior del andamio [15].

En el caso de la estructura hexagonal se realizan dos estudios con diferente orientacion de
deformacion y perfusién del fluido para diferenciar los resultados segun la posicion del
andamio.

La transposicion de la estructura Gyroid daria a la misma estructura, la orientacion del
andamio en este caso no es importante.
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Displ 004

Displ 0039

Fig. 3.8. Condiciones de contorno aplicadas (so¢lido). a) Estructura Gyroid, b) Hexagonal, c) Hexagonal
trasversal. Los andlisis de fluido se realizan con la misma orientaciéon mostrada en esta imagen.

Para la simulacion del flujo del fluido (modelo fluido) se introduce un flujo a velocidad de
1mm/s (flujo de 0,04ml/min) en los nodos de la parte superior de la malla, se fijan los nodos
de toda la superficie a una velocidad nula para simular la perfusion del fluido en un espacio
reducido, y la presion de fluido igual a cero en la parte inferior de la malla (en la salida del
fluido). El fluido se analiza en estado estatico y con fluido Newtoniano. La densidad y
viscosidad es similar al medio de cultivo celular (Dulbeccos’ Modified Eagle Medium) a 37°C

[23].
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velocidad Eija

velocidad de entrada

presidn o

Fig. 3.9. Se muestran las condiciones de contorno aplicadas para una estructura Gyroid (fluido). Estas
condiciones son las mismas para cada estructura, conservando la orientacion a la cual se ensaya el
solido como se ha mostrado en la Figura 3.8.

Se extraen de los analisis los datos de fuerza de reaccion, deformacion principal minima,
maxima y mayor en el modelo sélido (en la superficie). Se extraen la presion y velocidad de
fluido y la tension cortante en el modelo fluido (en la superficie).

Posteriormente se calculan los mddulos aparentes, las deformaciones octaédricas y se
construyen graficas para facilitar la comparacion de valores con otros estudios relacionados.

3.4. Estudio de convergencia

Si se disminuye el tamano de los elementos que conforman un modelo consecuentemente
se incrementa el nimero de elementos en un modelo y el nimero de nodos. A medida que
se incrementa el numero de nodos los resultados que da el programa son mas precisos y
parecidos a la realidad, hasta llegar a un limite de nodos el cual, la diferencia entre la
simulacion y la realidad no va a variar significativamente. Esta diferencia se conoce como
convergencia. Este estudio es necesario para saber con el margen de error que se trabaja y
limitar el tiempo de analisis a un nivel de convergencia determinado. De este modo optimizar
el compromiso entre precision de resultados y tiempo de analisis.
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En la curva grafica de estos tipos de estudio se observan dos tramos muy diferenciados. En
el primer tramo de curva decrecen los valores significativamente, se llega a un segundo
tramo donde los valores siguen decreciendo pero de forma menos pronunciada
manteniéndose mas o menos constantes. De forma que, para obtener buenos resultados de
nuestros modelos se debe tener un numero de nodos los valores de los cuales ya estén en
este segundo tramo, tramo en el cual, el nivel de convergencia sera bueno para la obtencién
de unos resultados que se ajustan mas a la realidad.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Desplazamiento. Comprobacion de las condiciones de
contorno.

Se representan los desplazamientos de las estructuras. Estas representaciones de
deformacion muestran que las condiciones de contorno aplicadas en la parte sélida son
correctas.

]

900e-003

4.000e-003

w

250e~-003

3.333e-003
600e-003

"~

2 6670~003

950e-003

2.000e~003

300e-003

1.333e-003

o

S00e-004

& 667e-004

w

900e-003

w

250e~-003

ra

600e-003

-

950e-003

300e-003

500e-004

o

Fig. 4.1. Desplazamiento debido a la compresién. Se muestra el desplazamiento maximo (0,5% L) en la
cara superior (desplazamiento que se aplica). El desplazamiento disminuye, de manera regular, con
la distancia hasta la parte inferior (desplazamiento minimo 0).
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4.2. Fuerzade reaccion

Evaluamos la estructura a compresion. Se aplica un desplazamiento en la parte superior del
andamio y se fija el desplazamiento en la base, esto provoca una fuerza de reaccion en la
base. La distribucion de la fuerza de reaccion en el ensayo se observa en las imagenes de la
Figura 4.2.

A continuacién, se procede a extraer los datos de la fuerza de reaccién para el céalculo del
Modulo de Young vy la rigidez. Se reportan mayores valores de fuerza de reaccion en zonas
rodeadas de mas material, zonas mas resistentes.

- 4.931e-002

— 1.0882-002
4.4308e-002

793e-003
3.945e-002

705e-003
3.452e-002

17a-003
bl eg 2.958e-002
$2%e-003 2. 465=-002
441e-003 1.972e-002
3532-003 1.479c-002
3.264e-003 9.862e-003
2. 176e-003 1.931e-003

088e-002 o

6.533e-002

-

x

“

-

o

-

€. 080e-002

€ 226e-002

4 5730002

w

920e-002

3 2670-002

613e-002

N

1.960e-002

1.307e-002

».5332-003

Fig. 4.2. Representacion de las fuerzas de reaccion en las estructuras. Se observa que los valores de mayor
fuerza de reaccidn se sitian donde hay mas espesor de material.

Los resultados que se obtienen, se muestran en la Tabla 4.1:
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Tabla. 4.1. Fuerza de reacciéon, médulos de Young aparentes, rigidez y area superficial de todas las estructuras
que se evaluan . Nota: es conveniente comparar también con el modulo del Material (3300MPa) y
con el modulo del hueso (400-1200 MPa).

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal
3,10 4,61 1,85 0,88 2,75 0,86
Freaccién (N)
Eap (MPa) 1019,17 1514,20 593,69 290,66 903,87 274,76
K (N/mm) 794,87 1.152,50 474,36 226,67 687,50 219,74
Area superficial 2,08-10° 6,98 6,98 1,04:10° 6,12 6,12
(mm?®)

Se observa en los resultados obtenidos que el aumento de porosidad para una misma
estructura provoca un decrecimiento notable en la resistencia y rigidez.

e Gyroid 55% = 3,5 Gyroid 70%
e Hex55% =1,7 Hex 70%
e Hex trasversal 55% =2,2 Hex trasversal 70%

Efecto que también se produce con el cambio de orientacién de la estructura, por lo que la
orientacién en la insercion del implante en el cuerpo es de gran importancia.

e Hex 55%= 2,6 Hex 55% trasversal
e Hex 70%= 3,3Hex 70% trasversal

Si se compara el efecto por morfologia, las estructuras Hexagonales ensayadas
longitudinalmente tienen mas rigidez que las estructuras Gyroid.

e Hex 55%=1,48 Gyroid 55%

e Hex70%= 3,1 Gyroid 70%
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En esta primera fase de andlisis, se podria descalificar las estructuras Gyroid con un 70% de
porosidad y la Hexagonal trasversal de un 70% de porosidad por su baja resistencia, estas
estructuras no podrian sustituir la resistencia del hueso y no cumplirian su funcién. Aun asi,
se siguen evaluando las estructuras ya que podrian dar buenas respuestas a otros analisis y
su rigidez podria corregirse con algun cambio en el material.

4.3. Resultados del estudio de convergencia

Se procede a la subdivision de elementos para evaluar si el aumento de nodos hace variar
significativamente los resultados que se obtienen. Para tal fin, se representan los datos de
fuerza de reaccion en los modelos de sélido.

Hex 55 sdlido

F reaccion (N)
OO NNWWA MO
OU1IO001001I0 010010

|

0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000
nodos

Fig. 4.3.  Curva del estudio de convergencia para la estructura Hexagonal de 55% de porosidad.

La grafica que se muestra en la figura 4.3 corresponde al estudio de convergencia de la
parte sdélida de la estructura Hexagonal 55. Vemos que la tendencia es lineal, la
convergencia esta a un nivel adecuado por lo que se escoge el modelo solido con 17.278
nodos para evaluar la estructura. Se evaluan el numero de nodos también para las otras
estructuras, se muestran sus valores en las Tablas 4.2 y 4.3.
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Tabla 4.2. Variacion de resultados y tiempos para el estudio de convergencia en las estructuras Hexagonales.

Hex 55 Hex 70

ndam. Nodos F reaccion (N) Tiempo aprox. (s) num.nodos F reaccién (N)  Tiempo aprox. (s)
17.278 4,61 5 28.289 2,75 100

60.896 4,43 40 100.008 2,66 200

129.887 4,33 180 215.011 2,62 300

Tabla 4.3. Variacion de resultados y tiempos para el estudio de convergencia en las estructuras Gyroid.

Gyroid 55 Gyroid 70

ndm. nodos F reaccion (N)  Tiempo aprox. (s) num. nodos F reaccién (N)  Tiempo aprox. (s)
297.760 3.1 160 128.543 0,88 250

1.124.841 3,02 2500 459.750 0,84 680

Las otras estructuras se evaluaran con: Hexagonal 70% porosidad con 28.289 nodos, Gyroid
55% porosidad con 297.760 y la Gyroid 70% porosidad con 128.543.

4.4. Deformacion cortante

Los datos de deformacion principal minima, maxima, mayor e intermedia son coleccionados
en las superficies de los andamios para calcular la deformacién octaédrica.

Con los valores de la deformacién principal mayor se evaluan las regiones de la estructura
que estan a traccién o a compresion y que magnitudes de deformacion se obtienen con la
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solicitacién externa aplicada. Para tal estudio, se grafica la frecuencia de aparicion de los
valores.

En primer lugar, se evalla la deformacién principal minima. En la figura 4.4 se representa
la distribucion de la deformacion a compresion (o minima) para 3 de las estructuras. Los
valores mayores de deformacion minima que sufren las estructuras son en zonas donde hay
menor material, zonas en las vecindades de los poros.
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Fig. 44. Graficas de deformacion principal minima para una estructura Gyroid (izquierda superior), una
Hexagonal Normal (derecha superior) y una Hexagonal trasversal (inferior en el centro).
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Fig. 4.5. Frecuencia de valores de deformacién principal minima en la superficie del andamio.

Tabla 4.4. Deformacion minima %. Para establecer los rangos, se escogen los valores de frecuencia mayor al
1% la que corresponde a mas del 95% del total de los valores.

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal
Deformacién cortante 5992000  -0,65a-0,15 -0,75a 0,00 0,8020,00 -0,65a005 -0,70a0,00

principal minima (%)
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Con la ayuda de las graficas de frecuencia (Figura 4.5) es mas evidente que las estructuras
Hexagonales tienen mas area superficial sometida a compresiones mas grandes aunque sus
valores sean inferiores que en otras estructuras como se ve en la tabla de rangos (Tabla
4.4).

Los valores positivos se representan en la Figura 4.6, son las deformaciones maximas. Por
lo que los azules representan valores menores, valores mas bajos de deformacién maxima o
tractiva. En cambio los valores mas altos de deformacién se representan en colores mas
calidos, el color amarillo representa los mayores valores deformacion maxima.

La deformacion maxima es mayoritaria en las zonas donde hay menor espesor de material.
Se puede decir que la mayor deformacion es en la zona trasversal de los poros. Se verificara
en el siguiente analisis de mayor deformacién (Pag.53).
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Fig. 4.6. Graficas de deformacién principal maxima para una estructura Gyroid (izquierda superior), una
Hexagonal (derecha superior) y una Hexagonal trasversal (inferior en el centro).
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Fig. 4.7.  Frecuencia de valores de deformacion principal maxima en la superficie del andamio.

Tabla 4.5. Deformacién maxima %. Para establecer los rangos, se escogen los valores de frecuencia mayor al
1% la que corresponde a mas del 95% del total de los valores.

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal

Deformacion cortante 0,002 0,32

>0 e 0,04 20,22 0,02a0,28 0,02a0,30 0,02a0,22 0,02 20,26
principal maxima (%)
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Igual que en el caso de deformaciéon minima, las estructuras Hexagonales tienen mas area
superficial sometida a un mismo valor suficientemente grande (Figura 4.7) aunque sus
valores sean inferiores que en otras estructuras como se ve en la tabla de rangos (Tabla
4.5).

La mayor deformacién principal, no es mas que tomar los mayores valores absolutos de
deformacion y redistribuirlos en el analisis. Por lo que se obtienen los mayores valores de
compresion y de traccidn en este analisis. Este resultado es importante porque nos permite
identificar la cantidad de area que esta siendo estimulada por traccion y la cantidad de area
que esta estimulada por compresion para cada una de las configuraciones (Fig.4.8).

3.0000-002 7 000e-003

=1.000e-002 -7 0002-003

1.000e-002

=1 000e-002

Fig. 4.8.  Graficas de mayor deformacion principal para una estructura Gyroid (izquierda superior), una
Hexagonal (derecha superior) y una Hexagonal trasversal (centro).
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Fig. 4.9.

Frecuencia de valores de deformacion principal mayor.

Tabla 4.6. Deformacion mayor %. Para establecer los rangos, se escogen los valores de frecuencia mayor al
1% la que corresponde a mas del 95% del total de los valores.

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal

Deformacién
cortante principal -1,2a04 -0,7a0,0 -0,9a0,1 -0,9a0,3 -0,7a0,0 -0,8a0,2

mayor (%)
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En la Figura 4.9 se muestra como la compresion es mayoritaria en todas las estructuras
(similar en las otras estructuras analizadas). La tendencia a formar poros lenticulares debido
a la compresién externa provoca zonas de traccion en las zonas trasversales alrededor de
los poros.

Fig. 4.10. Deformacion lenticular de los poros debido a la compresion.

Solo en las estructuras Gyroid y las Hexagonales trasversales los valores de traccion son
representativos aunque nunca mayores que los de compresion, en los graficos de la figura
4.9.

Las estructuras Hexagonales Normales no tienen valores de traccion representativos, en las
estructuras Hexagonales trasversales y Gyroid si se distinguen valores de traccién aunque
bajos en comparacion con la compresion que se experimenta.

La deformacion octaédrica se calcula mediante los valores de las distintas deformaciones
minima, maxima e intermedia para cada nodo, mediante la Ecuacion 2.7 (Pag. 25).
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Fig. 4.11. Gréficas de deformacion cortante octaédrica.

Tabla 4.7. Deformaciones (%). Para establecer los rangos, se escogen los valores de frecuencia mayor al 1% la
que corresponde a mas del 95% del total de los valores.

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal
Deformacién cortante 0,02a0,46 0,12a0,42 0,02a0,44 0,02a0,42 0,04 20,40 0,02a0,42

octaédrica (%)
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Con la ayuda de las graficas de frecuencia (Figura 4.11) es mas evidente que las estructuras
Hexagonales tienen mas d&rea superficial a un mismo valor suficientemente alto de
deformacion octaédrica. Los valores se comparan con los resultados que se muestran en el
algoritmo de mechano-regulacion propuesto por Prendergast y Huiskes [21] (0 a 3,75%), los
valores obtenidos estan asociados con rangos éptimos para la formaciéon de hueso. Por lo
que, estudiar el incremento de la compresién para obtener valores un poco mas altos dentro
del rango deseado seria una buena propuesta.

4.5. Velocidades y presiones.

Los valores de velocidades maximas a las que induce la morfologia de cada una de las
estructuras en la Tabla 4.8. Hay que tener presente que la velocidad de entrada es de 1Tmm/s
y la velocidad en el interior de la estructura aumenta considerablemente en alguna de las
estructuras. Se muestra un andlisis visual de algunas de las estructuras para mostrar que la
maxima velocidad se obtiene en el centro de la porosidad.

525 3.44
393 % : b 258
; : \ -}'Vr
2.62 ik ] ; ; i 172 d@
131 8 & { ! i 086 1
0.00 TREETEENG IR 0.00 S st
velocidad mm/'=) velocidad mm/z)

092 &¥™i 3 ; HUgl ]
000 F | TR P (e

velocidad mumn/s)

Fig. 4.12. Gréficas de velocidad para una estructura Gyroid (imagen izquierda superior), una Hexagonal (imagen
en la derecha) y una Hexagonal trasversal (parte inferior).
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Tabla 4.8. Velocidades maximas de los andamios analizados.

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal
Velocidad max. (mm/s) 6,39 57 6,13 3,81 4,11 4,22

Se observa que la velocidad aumenta aproximadamente 4 veces la velocidad de entrada
para porosidades del 70%, y 6 veces la velocidad de entrada para una porosidad del 50%.

Los valores maximos de velocidad se deben a un estrechamiento de la porosidad en el
centro del andamio. Los niveles de velocidad iran relacionados con los valores de tensién
cortante que se mostraran a posteriori (ver apartado 4.6).

Se muestran las presiones de fluido que induce la morfologia de cada una de las estructuras
en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Presion de fluido (mPa) de los andamios analizados.

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal
Presion de -359 a 5.961 -52 2 8.024 -202 a 14.039 -205 a 2.497 -81,5a21.580 -122a2.480

Fluido (mPa)

Claes y Heigele propusieron un modelo de mecano-regulaciéon cuantitativo a partir de los
resultados que obtuvieron en 1999 de presién hidrostatica [12]. La formacion de tejido 6seo
en la superficie de regeneracién ésea ocurre para presiones menores a 0,15MPa, en
cambio, la formacion de tejido del cartilago se produce para valores mayores a 0,15MPa.

En relacion a estos estudios, debido a que los valores obtenidos no exceden este limite, se
favorecera la creacion de tejido 6seo.
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4.6. Tension cortante

Por ultimo se analizan los valores de tension cortante. La magnitud de estos valores junto
con los de deformacién daran informacioén sobre la diferenciacion celular. Como en los casos
anteriores, primero se presenta graficamente como se distribuye la tension cortante debida al
fluido dentro del andamio.

783
657
626
526
470 304
313 263
156 131
000 000
tensidn cortante (mPa) tension cortante (mPa)

747

598
448
299

149

000

tensidn cortante (mPa)

Fig. 4.13. Graficas de tension cortante debida al fluido para una estructura Gyroid (superior izquierda), una
Hexagonal (superior derecha) y una Hexagonal trasversal (inferior centro).
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Fig. 4.14. Graficas de frecuencia de valores de la tensién cortante debida al fluido.

Tabla 4.10. Tension cortante (mPa) de los andamios analizados. Para establecer los rangos, se escogen los
valores de frecuencia mayor al 1% lo que corresponde a mas del 95% del total de los valores.

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal
Tension Cortante 0a400 0a220 0a420 0a240 0a160 0a220

(mPa)
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Tabla 4.11. Tension cortante (mPa) de los andamios analizados. Valor minimo y maximo que se reporta.

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal
Tensioén Cortante 0,371a783 4,52 a 657 1,98 a 747 8,31 a 447 2,48 a219 1,42 a 332

(mPa)

La tension cortante que sufre el andamio es solamente en la superficie ya que se debe a la
perfusion del fluido.

En la imagen (Fig.4.13) se observa una tension mucho mayor en la superficie superior en el
caso de las estructuras hexagonales y hexagonales trasversales, esto se debe a que el fluido
en la entrada choca contra la superficie dando estos valores altos de tension. En cambio, en
las estructuras Gyroid parece que el fluido entra de una manera mas suave dentro de la
estructura. Una vez el fluido penetra en la estructura los mayores valores de tension cortante
son inducidos por una mayor velocidad cuando la porosidad sufre un estrechamiento en el
centro del andamio.

Los valores obtenidos no son lo suficientemente bajos para que correspondan con la
proliferacion segun el trabajo de Porter [20] (< 0,05mPa).

Se logra que una pequena parte de los valores estén dentro del rango de diferenciacion
analizado por Prendergast y Lacroix [14] (0 a 60mPa), aunque segun este algoritmo, la
mayoria de los valores estan fuera de lo deseado por lo que se produciria la apoptosis de
gran parte del cultivo celular.

Algunos valores de tension cortante mas altos corresponden con el andlisis de Cowin [9]
(200 a 6000mPa). Y menor frecuencia de valores podrian entrar en el rango observado por
Porter [20] (500 a 1500mPa).

La mayoria de los valores no corresponden con un rango sensible para la diferenciacion, por
lo que, se propone analizar las estructuras con una velocidad de entrada menor para
asegurar que los valores corresponden dentro del algoritmo de diferenciacion que se
investiga, en este caso el de Prendergast y Lacroix [14].
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4.7. Resumen y evaluacion de los resultados

En la siguiente tabla se muestran todos los rangos de datos obtenidos hasta el momento
para todas las estructuras:

Tabla 4.12 Rangos de valores analizados.

S0LID FLUID
Estructura / Modos P
P superice E (MPa) Defammacian Principal (%) velocidad Presidn de Tensitn
p Frin. P, rmaij octasdrica max.{mmis) Fluida {mPa) Cortante {mPay
A2a04
Gyroid 55% 16,863 1018173 'DD-QDDDE' Dﬁ”gza (3% comp.., 0,02 20,46 5,30 -350 3 5.961 03400
17% traccidn)
20,7800
Hex 5% 3.503 1514204 '00-5155& Dﬁ”;;’ (100% comp., 0,12 20,42 5,70 5728024 02220
0% traccidn)
Hex 85% 0,753 n02a DA
3.503 503,604 - : 0,02 20,44 5,13 2023 14.039 03420
trasversal 0,00 0,28 (7 4% comp..,
26% traccion)
09203
Gyroid 70% 10.442 290,651 -080a 0,02 a (69% cormp,  0,02a0,42 3,81 2053 2.497 03240
6,00 0,30
3% traccidn)
20,7800
Hex 70% 5.415 803,873 fess naze (2% cormp.., 0,04 20,40 4,11 -815a1.580 03160
2% traccidn)
Hex 70% -0.8ana
5.415 174,755 s nzs 4% comp., 0023042 4,22 17232480 02220
trasversal ' ' 36% traccidn)

Los niveles de deformacién no corresponden a la diferenciacién celular. En todas las
estructuras se observan valores altos de tensidn cortante, muchos de los valores no
corresponden al algoritmo de diferenciacion celular propuesto por Lacroix y Prendergast. Sin
embargo, algunos pocos puntos si inducirian a la diferenciacién de tejido.

En las siguientes graficas se muestran la comparacién de los pardmetros principales
analizados en todas las estructuras.
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Fig. 4.15. Grafica de la frecuencia de valores de mayor deformacion. Se representan los seis modelos en la
misma grafica.

Se observa en la Figura 4.15 que las deformaciones son muy pequenas aunque suficientes.
Los valores mas representativos en todas las estructuras son a compresion.

Las estructuras trasversales consiguen mayor frecuencia (area superficial) en valores de
traccion, sin embargo, estos valores siguen siendo muy bajos. Solo en las estructuras
Gyroid, se alcanzan valores de traccidén que podrian afectar a las células pero la frecuencia
de estos valores es muy baja.

La grafica de la siguiente figura (Figura 4.16) representa las deformaciones para todas las
estructuras. Los niveles mas lejanos a cero nos daran un estimulo mayor. Estos valores mas
altos de deformacion y con mas frecuencia se sefialan en la grafica con una elipse y
corresponden a las estructuras Hex 55 y Hex 70. El mismo nivel de estimulo a un mayor
porcentaje de area superficial permitird que la diferenciacion sea mas homogénea,
diferenciacioén a un mismo tipo de tejido.
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Deformacién octaédrica

35
30 +—] //\\
25 +—
/ \ B Gyroid55
20 +— @ Hex55
\ @ Hex55 trasversal

B Gyroid70
@ Hex70
O Hex70 trasversal

area superficial (%)
o
!
l
|
i

10 -HHHH H

y ] il I 7
Oﬂ T T T H ]j ]TI}
9 © ® O 0 X O D D A P DD SR
TIPSR IS TS

deformacion (%)

Fig. 4.16. Grafica de la frecuencia de valores de deformacién octaédrica. Se representan los seis modelos en
la misma grafica.

La deformacion se establece como la mitad de la deformacién octaédrica tedrica (ver pagina
25), visto que los estimulos que resultan son bajos como ya se ha mencionado, deberia
establecerse la deformacion igual a la deformacion octaédrica tedrica. De este modo los
resultados la deformacién obtenidos se verian duplicados, y conducirian a unos valores de
estimulos mas elevados y mas éptimos.

En la siguiente pagina, se representa la grafica comparativa para la tension cortante
(Fig.4.17)

Los valores mas pequefios de tension cortante deben ser mayoritarios para que la
diferenciacion y proliferacion sean efectivos (tension cortante de 0 a 10mPa). Se consigue,
con la velocidad de entrada impuesta, que la frecuencia de valores para este rango es de
coémo maximo un 2,5%. Un valor muy bajo que deberia incrementarse para conseguir una
buena diferenciacion del tejido.
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Tension cortante

25 [ Gyroid 55
M Hex 55
20 @ Hex 55 trasversal
B Gyroid 70
g @ Hex 70
.t_au 15 O Hex 70 trasversal
e
[}
Q.
a
o 101
o
5 I
s a | 4

QS O (19 A PR PSSO QQ'\QQ\\Q'&Q'{‘DQ\‘)\Q@Q'@Q'(\Q&Q@Q

tension cortante (mPa)

Fig. 4.17. Gréfica de la frecuencia de valores de tension cortante. Se representan los seis modelos en la misma
grafica.

Los porcentajes de valores de tension cortante que favorecen la diferenciacion 6sea son las
siguientes:

Tabla 4.13. Frecuencia del rango de tensidon cortante que favorece la diferenciacién ésea de los andamios
analizados.

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal

Frecuencia 2,45% 0,83% 1,23% 1,06% 1,68% 2,03%
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Cambiando la velocidad de entrada a 0,1mm/s los valores de tension cortante cambiarian
proporcionalmente, dando unos rangos mas adecuados para la diferenciaciéon 6sea. La

correccion de la velocidad de entrada da al siguiente grafico:
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Fig. 4.18. Grafica de la frecuencia de valores de tension cortante con una velocidad de entrada de 0,1mm/s. Se

representan los seis modelos en la misma grafica.

Los porcentajes de valores de tension cortante que favorecen la diferenciacion osea

corrigiendo la velocidad de entrada son las siguientes:

Tabla 4.14. Frecuencia del rango de tension cortante que favorece la diferenciacion ésea de los andamios

analizados. Para una velocidad de entrada 0,1mm/s.

Gyroid 55% Hex 55% Hex 55% Gyroid 70% Hex 70% Hex 70%
trasversal trasversal
Frecuencia 15,10% 41,42% 28,58% 44,29% 82,73% 53,24%
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Diferenciacion segun lavelocidad de entrada
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Fig. 4.19. Grafica que representa la relacion entre la velocidad de entrada y el porcentaje de diferenciacion 6sea
que se obtiene debida a la tension cortante.

Se observa que la aplicacion de una velocidad de entrada de 0,1mm/s incrementa el
porcentaje de diferenciacién ésea que se obtiene, por lo que la aplicacién de esta velocidad
es mas adecuada.

Las estructuras Hexagonales son las que mas se aproximan a los objetivos buscados por su
resistencia, niveles de deformacion y tension cortante.

Las estructuras Gyroid son configuraciones muy interesantes para esta aplicacion por su
morfologia mas interconectada, aunque se deberia lograr que la dispersién de resultados se
situara dentro del mismo rango de diferenciacién celular para conseguir un tejido uniforme.
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5. Conclusiones

1. Propiedades mecanicas:

La porosidad influye negativamente en la rigidez y resistencia del andamio. Las
configuraciones de tipo Hexagonal Normales son mas resistentes que las configuraciones
Gyroid. La estructura que presenta mayor propiedades mecanicas es la estructura
Hexagonal de 55%. La estructura Hexagonal Trasversal de 70% en porosidad presenta las
menores propiedades mecanicas.

2. Deformacion mayor:

La deformacién cortante que sufre el andamio es mayoritaria en las zonas de menor
espesor de material, por lo que la mayor deformacion es en la zona trasversal alrededor de
la porosidad. La configuracién Gyroid provoca una dispersion mayor de valores en su
superficie, en cambio la estructura Hexagonal tiene un rango de valores mas concentrado en
deformaciones mayores y el estimulo sera mas homogéneo. La estructura Hexagonal
Trasversal tiene la mayor area superficial sometida a traccién aun asi, el estimulo es muy
proximo a 0.

3. Deformacion octaédrica:

Una compresién del 0,5% de la longitud de la estructura conduce a valores correspondientes
con la formacién de hueso, para valores muy bajos de velocidad de fluido.

4. Presiones y tensiones cortantes:

La configuracion Gyroid presenta una distribucion heterogénea de tensiones cortantes
debido a que el flujo se distribuye mas en el interior de la estructura por su mayor
interconectividad.

La configuracién Hexagonal Normal hay zonas que no se estimulan porque el flujo no llega
con velocidad. La interconectividad que presenta no favorece el paso del fluido en los
canales que no estén con la misma orientacion que la velocidad de entrada. Sin embargo, el
estimulo que sufre el area superficial es mas homogéneo, lo cual provocara una formacién
de tejido también mas homogéneo.

En las Hexagonales Trasversales se observa que el paso del fluido se distribuye mejor por lo
que la interconectividad con esta orientacion es mas efectiva. La dispersién de los resultados
es similar a la configuracion Gyroid.
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La interconectividad favorece el transporte de desechos, nutrientes y oxigeno hacia las
células, por lo que las estructuras Gyroid y las estructuras Hexagonales Trasversales serian
mejores en este aspecto.

5. Velocidad de entrada:

La velocidad analizada de 1mm/s induce a valores muy altos de estimulo por tension
cortante sobre la superficie del andamio, estos valores tan altos corresponden con la muerte
celular o apoptosis. Por lo que se propone en trabajos futuros analisis a menores
velocidades.

6. Conclusion de los estimulos externos de Compresion — Perfusion:

Se concluye que para los andamios analizados, imponiendo una velocidad de entrada de
1mm/s y una deformacion a compresion de 0,5% se obtienen estimulos demasiado altos
para que ocurra diferenciacion celular, por lo que habra que estudiar las condiciones de
contorno éptimas para cada una de las estructuras.
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6. Limitaciones del estudio

Debido a limitaciones en el uso del programa computacional, se ha utilizado un programa
diferente para analizar los modelos fluidos. Como consecuencia, se ha perdido la relaciéon de
los nodos de la parte fluida y la parte sélida y no se han podido relacionar.

Los resultados obtenidos se comparan y se apoyan con los valores encontrados en la
literatura. Como consecuencia, este proyecto se reclina en las suposiciones y errores que
puedan haber en estos estudios mencionados en el proyecto.

Debido a que los modelos no han sido fabricados, no se han podido contrastar los resultados
obtenidos por elementos finitos con resultados reales. Por lo que los resultados no han sido
validados fisicamente y no se sabe la variacion que puede haber entre el modelo y el caso

real.
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7. Impacto ambiental, social y econdmico

Para reducir la cantidad de donantes para la sustitucion de tejidos y 6rganos, surge en la
sociedad la necesidad de investigar en la creacién de tejidos artificiales para reparar
disfunciones en los tejidos humanos. Todo el trabajo invertido en investigar en el ambito de
medicina y de Ingenieria de tejidos es de gran importancia en la sociedad.

Para realizar las primeras etapas de investigacion en tejidos es so6lo necesario un ordenador
para disefiar y hacer los respectivos calculos, lo cual se conoce como biomecanica. El
anadlisis por elementos finitos en las fases iniciales de las investigaciones, permite obtener
aproximaciones y realizar decisiones ingenieriles muy importantes las cuales centran
significativamente al objetivo que se establece al inicio de la investigacion. En consecuencia,
se reducen los costes de disefio de probetas y ensayos fisicos los cuales son mas costos
tanto econémicamente como en su preparacion. Ganando asi, la reserva de material para la
preparacion de probetas y el tiempo necesario para el cultivo de células.
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8. Presupuesto

El proyecto es de caracter cientifico por lo que se hace dificil calcular el coste asociado. Se
aproximan los costes teniendo en cuenta el equipo informatico, la maquina Biotool, el
material de oficina utilizado, y el coste del trabajo de un ingeniero en una oficina técnica.

Para calcular el coste del equipo informatico, la licencia de software y la maquinaria se tiene
en cuenta el tiempo de amortizacibn ya que son recursos compartidos con otros
investigadores.

Tabla 8.1 Presupuesto

Recurso Coste inicial (€) | Tiempo Amortizacion | Coste afio Coste Horas de uso (h) | Coste (€)

informatico (afios) (€/afno) hora (€/h)

PC HP 2.000 4 500 0,31 558 172,98

1 licencia de MSC 3.000 1 3.000 1,88 300 564

Marc Mentat

Servidor 20.000 5 4.000 2,5 300 750

Total 1.486,98

Recurso maquina Coste inicial (€) Tiempo Amortizacién | Coste afio | Coste Horas de uso (h) | Coste (€)
(afios) (€/afo) hora (€/h)

Biotool 100.000 10 10.000 6,25 60 375

Total 375

Coste Ingeniero Coste hora (€/h) Tiempo dedicado Tiempo dedicado (horas) Coste (€)

Biotool 30 4 meses (jornada completa de 8h) | 704 21.120

Total 21.120




Andlisis por elementos finitos de andamios 3D con arquitectura regular para ingenieria de tejidos

Pag. 73

Recurso Coste (€)
Recursos informéticos 1.486,98
Recurso maquinaria 375
Recursos material oficina 105

Coste ingeniero 21.120
Total 23.086,98 €







Andlisis por elementos finitos de andamios 3D con arquitectura regular para ingenieria de tejidos Pag. 75

Agradecimientos

Agradezco a Damien Lacroix la oportunidad que me ha dado con este proyecto de conocer
el trabajo de elementos finitos aplicado a un tema tan interesante como es el de ingenieria
de tejidos. También agradecerle la direccion y supervision del presente proyecto.

Agradezco a Andy Luis Olivares su apoyo y tiempo en solucionar las dudas que han surgido
durante la realizaciéon del proyecto. Espero que mi trabajo le sirva para su tesis y le deseo
mucha suerte.







Andlisis por elementos finitos de andamios 3D con arquitectura regular para ingenieria de tejidos Pag. 77

Bibliografia

8.1. Referencias bibliograficas

[1]

[2]

(3]

[4]

[5]

[6]

[7]

(8]

[9]

ADACHI, T., Osako, Y., Tanaka, M., Hojo, M., Hollister, S.J., (2006). Framework for
optimal design of porous scaffold microstructure by computational simulation of bone
regeneration. Biomaterials 27: p. 3964-3972.

BACABAC, R.G., Smit, T.h., Cowin, S.C. Van Loon, J.J.W.A., Nieuwstadt, F.T.M.,
Heethaar, R., Klein-Nulend, J., (2005). Dynamic shear stress in parallel-plate flow
chambers. Journal of Biomechanics 38: p. 159-167.

BYRNE, D.P., Lacroix, D., Planell.A, Kelly, D.J., Prendergast, P.J., (2007). Simulation of
tissue differentiation in a scaffold as a function of porosity, Young’s modulus and
dissolution rate: Application of mechanobiological models in tissue engineering.
Biomaterials 28: p. 5544-5554.

CARTER, D.R., Blenman, P.R., and Beauprk, G.S., (1988). Correlations between
Mechanical Stress History and Tissue Differentiation in Initial Fracture Healing. Journal
of Orthopaedic Research: p. 6736-748.

CARTMELL, S.H., (2003). Effects of Medium Perfusion Rate on Cell-Seeded Three-
Dimensional Bone Constructs in Vitro. Tissue Engineering 9: p. 1197- 1203.

CHUA, C. K,, Leong, K. F., Cheah, C. M., and Chua, S. W., (2003). Development of a
Tissue Engineering Scaffold Structure Libraryfor Rapid Prototyping. Part 1: Investigation
and Classification. International Journal of Advanced Manufacturing Technology 21: p.
291-301.

CHUA, C. K, Leong, K. F., Cheah, C. M., and Chua, S. W., (2003). Development of a
Tissue Engineering Scaffold Structure Library for Rapid Prototyping. Part 2: Parametric
Library and Assembly Program. The International Journal of Advanced Manufacturing
Technology 21: p. 302-312.

COLLINS, J.A,, (1993). Failure of Materials in Mechanical Design: Analysis, Prediction,
Prevention. 22 edicién, Wiley-IEEE.

COWIN, S.C., (2002). Mechanosensation and fluid transport in living bone. Musculoskel
Neuron Interact 2(3): p. 256-260.




Pag. 78 Memoria

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

DUTTA ROY T., Smith C.M., Clark P.A., Church K.H. (2007), A robust true direct-print
technology for tissue engineering. Proceedings of the 2007 International Manufacturing
Science And Engineering Conference. MSEC2007-31074.

GABBRIELLI, R., Turner, G., and Bowen, C. R., (2008). Development of Modelling
Methods for Materials to be Used as Bone Substitutes. Key Engineering Materials Vols.
361-363: p. 903-906.

GERIS, L., Van Oosterwyck, H., Vander Sloten, J., Duyck, J., and Naert, 1., (2003).
Assessment of mechanobiological models for the numerical simulation of tissue
differentiation around immediately loaded implants. Computer Methods in Biomechanics
and Biomedical Engineering 6: p. 277—-288.

ISAKSSON, H., Wilson, W., van Donkelaar, C.C., Huiskes, R., Ito, K., (2006).
Comparison of biophysical stimuli for mechano-regulation of tissue differentiation during
fracture healing. Journal of biomechanics 39: p. 1507-1516.

LACROIX, D., Prendergast, P.J., (2002). A mechano-regulation model for tissue
differentiation during fracture healing: analysis of gap size and loading. Journal of
Biomechanics 35: p. 1163-1171.

LACROIX, D., (2006). Micro-finite element models of bone tissue-engineering scaffold.
Biomaterials 27: p. 5326-5334.

LIEBSCHNER, M.A.K., and Wettergreen, M.A., (2003) Optimization of Bone Scaffold.
Engineering for Load Bearing Applications. Topics in Tissue Engineering. Eds. N.
Ashammakhi & P. Ferretti. Chapter 6.

MIDDLETON, J.C., Tipton, A.J., (2000). Synthetic biodegradable polymers as
orthopedic devices. Biomaterials 21: p. 2335-2346.

NAGATOMI, J., Arulanandam, B.P., Metzger, D.W., Meunier, A., and Bizios, R., (2001).
Frequency- and Duration-Dependent Effects of Cyclic Pressure on Select Bone Cell
Functions. Tissue Engineering 7, Number 6.

NORDIM, M., Frankel, V.H. (1989). Basics. Biomechanics of the musculoskeletal
system. 2n ed, Lea and Feibiger, Philadelphia.

PORTER, B., Zauel, R., Stockman, H., Guldberg, R., Fyhrie, D., (2004). 3-D
computational modeling of media flow through scaffolds in a perfusion bioreactor.
Journal of Biomechanics 38: p. 543-549.




Andlisis por elementos finitos de andamios 3D con arquitectura regular para ingenieria de tejidos Pag. 79

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]
[28]
[29]

[30]

[31]

[32]

PRENDERGAST, P.J., Huiskes, R., Soballe, K., (1997). Biophysical stimuli on cells
during tissue differentiation at implant interfaces. Journal of Biomechanics 30: p. 539—
548.

PRENDERGAST, P.J., (2004). A comparison of strain and fluid shear stress in
stimulating bone cell responses—a computational and experimental study. The FASEB
Journal.

SANDINO, C., (2008). A finite element study of mechanical stimuli in scaffolds for bone
tissue engineering. Journal of Biomechanics 41: p.1005-1014.

VAGABAN, M., (2007). Mesenchymal Stem Cells: In Vitro Differentiation among Bone
and Cartilage Cell Lineages. Yakhteh Medical Journal 9: p.158-169.

YANG, S., Leong, C. K., Du, Z,, and Chua, C. K., (2001). Review. The Design of
Scaffolds for Use in Tissue Engineering. Part I. Traditional Factors. Tissue Engineering.
Volume 7: p. 679-697.

http://sabanet.unisabana.edu.co/rv/medicina/Pagina%20Web/hueso.htm
[consulta:21/10/08]

www.btec.cmu.edu/.../bone_tissue_engineering.htm [consulta:21/10/08]

www.nscryptinc.com [consulta: 16/10/08]

http://www.wwf.es [consulta: 16/10/08]

RODRIGUEZ Rius, Daniel. Obtencién de capas de nitruro de titanio mediante
tratamiento termoquimico en titanio y Ti6AI4V y caracterizacion de sus propiedades
para aplicaciones biomédicas. Tesis UPC 2000.

http://www.tesisenxarxa.net/ TDX/TDX UPC/TESIS/AVAILABLE/TDX-0529101-
130232//08 CAP6.pdf [consulta:09/03/09]

Tutorial Marc Mentat Manual Volumen A:
http://www.mate.tue.nl/~piet/inf/mrc/htm/mametut.html [consulta:10/03/09]

ARMELIN, Elaine. Sintesis y caracterizacion de nuevas poliesteramidas: estudio de sus
propiedades. Tesis UPC 2002.
http://www.tdr.cesca.es/TESIS_UPC/AVAILABLE/TDX-0531102-
082602//03INTRODUCCION.pdf [consulta: 10/03/09]




