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Abstract. Nowadays scaffolds and hydroxyapatite biomaterials have been widely used in
the biomedical field. The biomechanical engineering is continuously improving methods and
materials to analyze and optimize such porous media. The purpose of this article is to imple-
ment some methodology discussed in the literature to compare the results of micromechanical
with normal mechanical finite elements simulations. The strength and stiffness of the mate-
rial have been predicted beyond statistical correlations with porosity or empirical structure-
property relationships, as to resolve the material-immanent microstructures governing the
overall mechanical behavior. A homogenization procedure in the context of the continuum
micromechanics provides the macroscopic mechanical properties based in the microstructure
and composition of the material. In this work the representative volume element of the porous
polycrystals consists of hydroxyapatite needles and spherical pores. Other authors tested
the micromechanical model with experimental sets on the basis of biomaterial-independent
elastic and strength properties of hydroxyapatite. A two-dimension example programmed in
MATLAB is depicted in this work simulating a bone scaffold with bone cells. We recognize
the potential of micromechanical modeling in improving biomaterial design, through optimi-
zation of key parameters such as porosities or geometries of microstructures, in order to reach
desired values for biomaterial stiffness or strength.
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1. INTRODUCAO

A reconstrucdo e reparo de tecido dsseo fraturado é um processo complexo que de-
manda um longo periodo de tempo e muitas vezes reduz a funcionalidade da estrutura do
osso. Uma intervencdo possivel que facilita a regeneracdo € a ado¢do de scaffolds para pre-
encher os defeitos e conferir suporte as cargas naturais do tecido. O sucesso do implante de
hidroxiapatita depende diretamente de propriedades como um grau de porosidade adequada
que permita transporte de massa e difusdo, ser feito de um material biodegradavel, possibilite
a adesdo e proliferacdo celular e seja biocompativel.

A escolha dos parametros do projeto de um scaffold pode ser determinada por métodos
experimentais, que elevam os custos pela natureza dos procedimentos, ou por métodos com-



putacionais, que proporcionam um melhor entendimento do comportamento desses implantes
[25].

O objetivo deste estudo é o desenvolvimento de um modelo computacional represen-
tativo do comportamento mecanico de um scaffold de hidroxiapatita com cultura de células
Osseas (osteoclastos e osteoblastos). O estudo trata da simulacdo de um carregamento dis-
tribuido na superficie de um scaffold e a distribuicdo de tensdes e deformacdes em uma
secdo transversal do mesmo com o enfoque da micromecanica do continuo e de modelos
de populagdes Osseas.

A atividade bioldgica das populagcdes celulares dentro da microescala (aproximada-
mente 15um [[6]) pode alterar as concentracdes de hidroxiapatita. A energia de deformagao é
um estimulo ao remodelamento dsseo [26l], os osteoclastos sentem essa deformacgdo e remo-
vem a matriz 6ssea, enquanto que os osteoblastos repdem essa matriz num processo conhecido
como homeostase 6ssea. A evolucao das populagdes de osteoclastos e osteoblastos é dada por
um sistema de equacdes diferenciais ordindrias acopladas, as mesmas foram resolvidas utili-
zando o método de runge-kutta de quarta ordem.

O artigo esta estruturado em quatro se¢des. A primeira secdo faz uma introdugao
a micromecanica do continuo e apresenta toda a formulacdo dos tensores responsdveis pela
conversao entre as escalas e caracterizagdo da microescala. Na sequéncia, a segunda se¢ao nos
mostra em detalhe a formulacao das equacdes das populagdes celulares baseada nos modelos
classicos da ecologia aplicada. Em seguida € apresentada a se¢ao de resultados e discussao e,
por fim, a conclusdo apresentando uma anélise do trabalho e sugestdes para trabalhos futuros.
A formulagao apresentada neste documento tem como objetivo dar continuidade aos modelos
matemadticos do remodelamento dsseo desenvolvidos no Grupo de Bioengenharia da UFPR.

2. FUNDAMENTOS DA MICROMECANICA DO CONTINUO

A micromecanica do continuo pode ser caracterizada por trés elementos principais:
(1) Representagdo, que € a identificacdo das diferentes fases dentro de um Elemento de Vo-
lume Representativo (EVR) e sua caracterizacdo mecanica. Uma fase no sentido da micro-
mecanica do continuo nao € necessariamente uma caracteristica reconhecivel em uma imagem
microscopica (como um ésteon ou uma lamela no caso do tecido dsseo), mas um dominio den-
tro do EVR que pode ser identificado em certa escala, com propriedades fisicas constantes (ex.
rigidez); (i1) Localizagdo, que estabelece uma relacdo entre o estado de deformacgdo constante
prescrito na fronteira do EVR e o estado de deformacdo nas fases individuais (homogéneas)
que compdem o EVR, além de definir a interacdo entre as fases; (iii) Homogeneizacdo, que €
basicamente calcular as médias das propriedades dentro do EVR. A Homogeneizacao define
as propriedades fisicas (como a rigidez) no EVR como fun¢do das propriedades das fases, das
fracdes de volume e da sua morfologia [[12]]. Esta se¢do apresenta elementos basicos da micro-
mecanica do continuo para um material fragil, com comportamento eldstico linear e apenas
uma etapa de homogeneizacao.



2.1. Elementos basicos da modelagem micro-macro

Inicialmente, por motivos ilustrativos, vamos considerar o caso simples da elastici-
dade linear. Nesse contexto, as propriedades mecanicas de um material microheterogéneo sao
caracterizadas pelo tensor de elasticidade C varidvel espacialmente. A caracterizacdo da res-
posta macroscOpica efetiva (homogeneizada) do material pode ser obtida através da relacdao
das médias:

<0’>Q = C* . <E>Q (1)
usando a convengao

(=7 [ a0 @
Q

e sendo o € € os tensores de tensdo e deformagdo que estatisticamente representam o Ele-
mento de Volume Representativo (EVR) do volume |€2|. A quantidade, C*, é conhecida como
uma propriedade efetiva e é o tensor constitutivo. E enfatizado aqui que a quantidade efetiva
C* ndo é uma propriedade material, mas relacdes entre médias, uma propriedade “aparente”.
Entretanto, para ser consistente com a literatura, iremos nos referir a C* como uma proprie-
dade efetiva do material [35]].

2.2. A condicao de Hill

Um critério micro/macro aceito na literatura usado para o cdlculo das propriedades
efetivas € a condicao de Hill:

(0 :e)a=(0)a:(€)a 3)

A condicao de Hill [13] dita os requerimentos bdsicos para o tamanho do EVR. Para um corpo
heterogéneo com fronteiras bem delimitadas, na auséncia de for¢as de corpo, duas importantes
leis fisicas sdo invocadas pela condicao de Hill. Elas sao:

(1) deslocamentos puramente lineares, escritos como:

u]agzg-w:><€>g2:5 (4)
(2) tragdes puras, escritas da seguinte forma:
t|aQ:T"n:><O'>Q:T 5

sendo £ e T os tensores de deformagdo constante e tensdo constante, respectivamente. A
condicdo a ser satisfeita € que a amostra deve ser grande o suficiente para ter relativamente
pequenas flutuacdes das varidveis na sua fronteira comparando com o seu tamanho e que a
amostra seja pequena o suficiente comparando com a estrutura macroscopica.

2.2.1 Os limites de Hill-Reuss-Voigt

As aproximacoes cldssicas das respostas micromecanicas, antes do advento dos mi-
croprocessadores € da computagdo, foram desenvolvidas com o intuito de estimar os limites
das respostas efetivas dos materiais. Na literatura, [35], alguns autores separaram o campo



de deformagdes dento de uma amostra numa média volumétrica somada a uma flutuagdo em
torno da média e = (g), + &, temos entdo que:

OS/é:C:ész/(E:C:&—Q(&)g:C:s+<€>Q:C:(s)Q>dQ

(6)
- (<g>Q L C* 2 () — 2(€) : C*: (€)a + (e)a : (Cla : <E>Q)
=(e)a: ((C)a—C") : {e)n
No caso complementar, de maneira similar, o = (o) + &, e com a seguinte suposi¢io:
<0’ -C7L: U)Q = <0’>Q .C* 1 <0’>Q sendo <€>Q =C* . <0‘>Q @)
micr(;;ergia macr(?eﬁmrgia
temos que:
0< / :C':ad)
Q
_ / (0:C" o200 :C ot (o) C : (o)a)dn .

= ((U)Q C (o) —2(a)q : C i {o)g + (o) : (ChHg <0’>Q>
=(o)a: ((CHa—C"): (o)a

Invocando a condi¢ao de Hill, que nesse caso é independente do tipo de carregamento, pode-se

escrever:
(C)g' <C" < (C)g ©)
—— ——
Reuss Voigt

¢ interessante enfatizar que essa desigualdade nos mostra que os autovalores dos tensores
C* — (C 15! e (C)g — C* sdo ndo negativos. O resultado pritico da andlise é que os li-
mites das propriedades efetivas sdo realmente obtidos [35]. Esses limites sdo normalmente
chamados de limites de Hill-Reuss-Voigt, por razdes historicas. Voigt [33] assumiu que o
campo de deformacdes em uma amostra de um material com agregado policristalino, era
uniforme (constante), sob carregamento exterior de deformag¢des uniformes. Se o campo de
deformagdes constante de Voigt for considerado dentro do EVR, € = £°, entdo (o) = (C :
g)a = (C)q : €°, 0 que implica que C* = (C)q. A suposi¢do dual foi feita por Reuss [23],
que aproximou o campo de tensdes de um material com agregado policristalino como uni-
forme (constante), o = o, chegando na relagdo (€)g = (C7! : ) = (C1)q : 0% ¢
C* = (CY,'. A igualdade na Equagio @) € obtida se as suposi¢Oes de Reuss e Voigt sdo
vélidas, respectivamente.

2.3. Elemento de Volume Representativo e as propriedades das fases

Na micromecanica do continuo [14, 30, 134], o material como um todo € entendido
como macro-homogéneo, porém na sua estrutura interna € entendido como micro-heterogéneo,
nos elementos de volume representativos (EVR). Em geral, a microestrutura do EVR ¢é tao



complicada que nao pode ser descrita completamente. Entretanto, sdo escolhidos subdominios
quase homogéneos com grandezas fisicas conhecidas (fracdes de volume ou propriedades
constitutivas). Os subdominios sdo conhecidos como as fases do material. A ideia central
da micromecanica do continuo no estudo de deformagdes em sélidos é que o observador
deve escolher um elemento de volume representativo, que contenha caracteristicas fisicas e
constitutivas de uma determinada escala do material. O comprimento caracteristico do EVR
(comprimento das heterogeneidades dentro do EVR, Figura (I))) deve ser considerado grande
quando comparado as dimensdes das heterogeneidades dentro do EVR, o comprimento d, e
suficientemente pequeno comparado ao comprimento caracteristico da geometria ou do carre-
gamento da estrutura na qual estd definido o EVR, o comprimento £. Matematicamente, essa
separacdo de escalas pode ser escrita como d < ¢ < L. A ideia que permeia a micromecanica
do continuo € que € possivel separar um material heterogéneo (dentro de um EVR) em fases
com propriedades constitutivas diferentes. As fases r = 1, ..., IV, possuem certas propriedades

E .
14 /'—-——__—\
vx € Vg E(x) =E-x ~—
£y
O] = Oyl €re

(a) (b)

Figura 1. EVR e macro-escala
(a) Carregamento de um elemento de volume representativo, construido de r fases, cada uma com rigidez C, e propriedades de resisténcia
f(or, A9, AP) = 0, de acordo com a micromecanica do continuo: Os deslocamentos &, relacionados com a deformag@o constante

(homogeneizada) F, sdo impostas na fronteira do EVR; (b) a estrutura constituida do material definido no EVR. Fonte: [6].

fisicas como as fragdes de volume f,., as propriedades constitutivas eldsticas e os respectivos
limites de resisténcia. Cada fase pode ser entendida como um meio elastico caracterizado por
um tensor de rigidez de quarta ordem C,, que relaciona o tensor de deformacdes de segunda
ordem €, com o tensor de tensdes de segunda ordem o .. Os tensores sao avaliados em valores
médios no meio microscopico.
o,=C,: €&, (10)
Com relagao a resisténcia das fases, um critério de falha pode ser associado com a fronteira
do dominio eldstico f(o) < 0,
flo) =0 (1)
definido no espago das microtensdes o (x), sendo x o vetor posi¢do para locais dentro ou no
limite do EVR. Além disso, o arranjo espacial das fases deve ser especificado. Existem dois
casos particulares de interesse: (i) uma ou vdrias inclusdes (fases) com diferentes formatos
incorporadas na matriz, ou fase contigua, (como em um material compésito reforcado), ou (ii)
contato mutuo entre todas as fases desordenadas (como em um policristal).



2.4. Homogeneizacao

O objetivo principal da micromecanica do continuo € estimar as propriedades mecanicas
(elasticas e limites de resisténcia) de um material definido no EVR (sendo o meio macroho-
mogéneo, mas microheterogéneo) a partir das propriedades das fases. Este procedimento €
conhecido como homogeneizac¢do ou uma etapa de homogeneizagdo. Para tal, deformacdes
homogéneas (macroscopicas) E sdo impostas no EVR, em termos dos deslocamentos na sua
fronteira OV :

VeedV : &x)=FE -« (12)

Como uma consequéncia, as resultantes microdeformacgdes e(x) compativeis cinematica-
mente no EVR com volume Vgy r completam a condi¢do da média:

/ edV =) fe, (13)

VEVR

E= <€> B VEVR

relacionando a micro com a macrodeformacdo. Analogamente, as tensdes (macroscopicas)
homogeneizadas Y. sdo definidas como média espacial, dentro do EVR, das microtensdes

/ ocdV =Y f0, (14)

VeEVR

As tensdes e deformacdes (macroscopicas) homogeneizadas, 3 e E, sdo relacionadas pelo

o(x)

X=(o)= Vevr

tensor de rigidez (macroscopico) homogeneizado,
¥=C:FE (15)

que precisa ser relacionado com as constantes de rigidez C,., os formatos, e o arranjo espacial
das fases. Essa equacdo € baseada na relacao linear entre as deformacdes (macroscopicas) ho-
mogeneizadas E e a deformacao (microscopica) média .., resultante do principio de superposicao
valido para a elasticidade linear. Essa relagc@o € expressa em termos do tensor de concentragdao

de quarta ordem A, de cada uma das fases r.

e =A ' E (16)

Substituindo a Equagdo [16{na Equacdo |10 e fazendo a média para todas as fases de acordo
com a Equacgdo [I4] chega-se a:

=) fC:A:E (17)

Das Equacdes |17 e 15| podemos identificar a relacdo procurada entre os tensores de rigidez
das fases C, e a rigidez homogeneizada global C do EVR,

C=> fc:A, (18)

Os tensores de concentragdao A, podem ser adequadamente estimados através do problema de
matriz-inclusao de [5]], de acordo com [34, 13]].

At = [I1+P%: (c, —C%)] " {Z fs[l+ P2 (c, — CO)]—l}_ (19)



sendo que I, I;j, = 1/2(6;x0; + 0i0k;), € o tensor unidade de quarta ordem, J;; (Delta de
Kronecker) sdo as componentes do tensor unitdrio de segunda ordem, e o tensor de Hill de
quarta ordem P? representa o formato da fase r, considerada como uma inclusdo elipsoidal
incorporada na matriz ficticia de rigidez C°. Para matrizes isotrépicas (que serdo consideradas
nesse trabalho), PY € escrito através do tensor de Eshelby [3].

gesh0 — po. O (20)

Substituindo a Equagio [19] na Equagio [I8] chega-se a estimativa procurada par ao tensor de
rigidez (macroscopico) homogeneizado, C**, como

cest — Zfrcr 4P (c, — Co)rl : {Z fol4+P%: (c, — CO)]—I} 21)

A escolha do tensor de rigidez C° determina qual o tipo de interacdio entre as fases é consi-
derado. Para C° coincidindo com um dos tensores de rigidez de uma das fases (Esquema de
Mori-Tanaka) [[1]], um material compdsito é representado (matriz contigua com inclusdes);
para C® = C*' (Esquema Auto-Consistente, um arranjo disperso de fases é considerado
(tipico de policristais)). Assim como as deformacdes médias das fases ¢, sdo relevantes
para o critério de falha de um material fragil, resultando na falha global do EVR, relagdo
de concentracdo [16| permite a translacdo do critério de falha fragil da fase mais fraca r = w
para um critério de falha de um material fragil macroscopico (homogeneizado).

fu(0) =0=Fu(Cy: €w) =fuw(Cw: A, : E) =

_ (22)
= fw(Cy : C L. 3)=5(%)

2.5. Atividades Biolégicas na microescala

Assume-se um EVR constituido de n, fases, » = 1, ..., n,, exibindo comportamento
elastico com dano (mecanico) e capacidade de perda e ganho de rigidez por atividades bioldgicas.

O processo de perda e reparacao Ossea € um processo interno que ocorre na estrutura
dos ossos e sofre influéncia de estimulos mecanicos e bioldgicos. De acordo com a teoria da
termodindmica esse processo estd bem definido para o caso isotérmico se forem conhecidos o
tensor de deformacdes e (varidvel observavel) e um conjunto de /V varidveis internas escalares
{at,a? a3, ...,a™}. As varidveis internas podem ser relacionadas a fendmenos mecanicos ou
bioldgicos [I114 1104132, 21].

As varidveis internas que serdo utilizadas no trabalho, chamadas de {a?}", serdo utili-
zadas para descrever o processo de perda de rigidez (microfissuragdo, perda dssea), enquanto
outras, chamadas de {9}’ serdo utilizadas para descrever o processo de ganho de rigidez
(formagao, ganho 6sseo). No estudo em questdo iremos considerar duas varidveis internas
bioldgicas.

o’ =a? —af (23)

Os indices p e g representam as varidveis internas bioldgicas de perda e ganho de
rigidez.



A seguinte lei constitutiva é proposta:

o,=(1—-a+ad)c, e, (24)
Na Equagio24] o, e €, sdo os tensores de tensdo e deformacdo (linearizados) homo-
geneizados na fase 7 através do tensor de elasticidade C,; a? e af sdo as varidveis internas da
fase 7.
As variaveis internas o e af sdo afetadas pelas mudancas no volume Osseo por
relagdes lineares para reducdo ou perda e ganho de volume 6sseo de acordo com relacdes
lineares.

2.6. Caracterizacao dos Scaffolds

A pesquisa para a determina¢do de materiais candidatos que possam ser usados para
a fabricacdo de scaffolds t€ém focado principalmente em biomateriais a base de hidroxiapatita
(HA). O uso de HA em scaffolds leva a um material implantado de excelente biocompatibili-
dade que apresenta grande semelhanca com a estrutura, composi¢ao e propriedades mecanicas
do tecido 6sseo. O uso de HA pode ser na forma pura, em compdsitos, com ceramicas, metais
ou inclusdes de polimeros [6].

Diversas formas de producao de scaffolds a base de HA poroso podem ser encontradas
na literatura. Alguns exemplos: mistura de HA triturado com 10% de solu¢do de perdxido
de hidrogénio em molde; HA, 4dgua e butiral polivinilico; HA precipitado que foi compactado
e estampado em diferentes temperaturas; mistura aquosa de HA aplicado a um processo de
moldagem. [6].

2.7. A micromecanica de biomateriais a base de hidroxiapatita

Segundo [6] os biomateriais a base de hidroxiapatita podem ser descritos como um
meio poroso de policristais contendo hidroxiapatita e poros vazios. A hidroxiapatita esta
presente em formato cilindrico (tipo agulhas) com rigidez Cy 4 e fragdo de volume (1 — ¢),
orientadas em todas as dire¢des. J4 os poros podem ser caracterizados como esferas vazias de
rigidez zero e fragdo de volume ¢ (porosidade), como mostra a Figura 2]

Figura 2. Elemento de volume representativo da matriz porosa do biomaterial

2.8. Relacoes Constitutivas da microescala

No sistema de coordenadas de referéncia (e;, ez, e3), o vetor de orientagdo da “agu-
lha” de hidroxiapatita N = e, é dado pelos angulos de Euler ¥ e ¢ como mostra a Figura



Utilizando a Equagdo [21)com C” = C*! = C,,, (esquema auto-consistente) e para um
nimero infinito de fases sdlidas relacionadas com as direcdes N = e, (¥, ¢), que possuem
distribui¢do uniforme no espaco (¥ € [0,27]; ¢ € [0, 7]), podemos escrever a rigidez homo-
geneizada para o biomaterial poroso de hidroxiapatita como:

-1
Cpoty =(1 — @) Cha: <[| + ch)z%y t(Cra — Cpoly)} > :

1 (25)
{a= (i e fena— o)) + 01— P o)
Figura 3. Inclusdes elipsoidais de Hidroxiapatita. Fonte: [6]].
A média angular da Equacao [25(¢é dada por:
poly -1
[I + Pcyl : (CHA - Cpoly)} =
(26)

2T w
. —lgin(¥)ddd
/ / [I + Pﬁyfy(go,ﬁ) s (Cya — Cpolyﬂ M

47
=0 9=0

I ! : . ~ . e
PL. € PL,” os tensores de Hill de quarta ordem para inclusdes esféricas e cilindricas,

respectivamente, em uma matriz isotrépica com rigidez C,qy = 3kporyd + 2pipoiy K, I, Jijir =

sendo

1/30;j04, € a parte volumétrica do tensor identidade de quarta-ordem I, e K = | — J € a parte
desviatdria. Os tensores de Hill sdo relacionados com os tensores de Eshelby via Equagao

O tensor de Eshelby Sg;ﬁ correspondente a inclusdes esféricas (poros) € escrito como:

gesh _ 3K poty J 6(Kpoty + 2/tpoty)

P Bhipoty + Atpoty 5 (3kpoty + Atpoly)

Nabase (e,, €9, €,) (p = 1,9 = 2,r = 3) para as inclusdes elipsoidais, as componen-

tes ndo zero do tensor de Eshelby SEZ? correspondentes as inclusdes cilindricas sdo descritas
a seguir:

(27)
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esh __cesh __ cesh __ cesh -
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__ cesh __cesh __ cesh __ cesh o
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4
Sesh . Sesh o Sesh _ Sesh _ 3 — 4VP01?J
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e o Coeficiente de Poisson para o policristal,

3k po 2hpo
ity = T e (29)
6kpoly + 2,upoly

3. INTERACOES CELULARES NO REMODELAMENTO OSSEO

O tecido 6sseo é um sistema dindmico capaz de adaptar sua geometria e propriedades
mecanicas em resposta a estimulos fisicos. Esse processo de adaptacdo, conhecido como re-
modelamento, requer a atividade sincronizada de pelo menos trés tipos celulares: osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos - responsaveis pela formacao de tecido, reabsorcao e reconhecimento
de estimulos, respectivamente [24].

O remodelamento € descrito como um ciclo composto por trés etapas, como mos-
trado na Figura[d} (i) diferenciagdo de mondcitos em osteoclastos, iniciando o processo de
reabsor¢do que dura em torno de trés semanas [9]. Em seguida os osteoclastos sinalizam a
transi¢cdo (ii) que consiste da ativacdo de osteoblastos e o comeco da deposicao do tecido, se
prolongando por pelo menos trés meses [20]]. E por fim, a formagao do tecido € gradualmente
interrompida até ser finalizado (iii).

Iniciagé@o Transigao Terminacao

RANKL osteoclastos osteoblastos

v

Figura 4. Estapas do Remodelamento. [20]



O tamanho populacional de osteoblastos e osteoclastos depende da concentracdo de
duas moléculas sinalizadoras produzidas por osteoblastos conhecidas como RANKL (ligante
do receptor RANK) e osteoprotegerina (OPG). O RANKL promove a proliferacao de osteo-
clastos e a reabsor¢do de tecido, enquanto o OPG atua como um falso receptor para RANKL,
diminuindo sua concentragdo efetiva e consequentemente a diferenciacio de osteoclastos [20].

O balanco da sintese de RANKL e OPG € fun¢do do contexto e dos sinais que essas
células recebem. Por exemplo, a regulacao do célcio plasmaético pelo paratormdnio (PTH) €
dada por sua capacidade de inibir a express@o de OPG e induzir a de RANKL em osteoblastos,
assim, aumentando reabsor¢do de cdlcio nos ossos por osteoclastos [28]. De fato, qualquer
agente pro-reabsorcdo e antirreabsor¢do, como interleucinas, fatores de crescimento locais
ou hormonios sistémicos, estimulam a concentracdo de OPG e RANKL, que por sua vez
controlam o tamanho da populacio de osteoblastos e osteoclastos [2].

3.1. Modelos matematicos para as interacoes celulares

A discussao dessa se¢do é baseada no artigo de Lemaire [17]. O autor apresenta um
sistema de equagdes diferenciais ordinarias que modelam as interagdes celulares. A estrutura
l6gica do modelo estd explicada na Figura[5]

Sintese
Ostedcitos, Linning cells
e Apoptose de Osteoblastos
< -3
%
Precursores de
Osteoclastos
OBA o RANKL RANK
(+)
OoPG
*
(TGE-f)
(+)
Apoptose de
Osteoclastos
(TGF-)
células precursoras
indiferenciadas
(TGF-p)

Figura 5. Estrutura do Modelo de Lemaire

Legenda: Diagrama representando a estrutura basica do modelo. Os desenhos ovais representam o compartimento de células dsseas. As
linhas sélidas representam os fluxos dos elementos representados. As linhas sélidas com sinais (+) ou (-) representam uma a¢ao
estimuladora ou inibidora, respectivamente. As linhas em zig-zag representam a sinalizacdo celular indicando um aumento ou diminui¢ao
da producdo do agente indicado. As pequenas flechas apontando a um ”X”indicam um fluxo de eliminagdo. As linhas duplas pontilhadas
representam a ligagdo do receptor com o ligante. Os retangulos representam as c€lulas que ndo estdo inclusas no modelo.

A diferenciacdo de osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos sdo processos complexos
com indmeras etapas e fatores envolvidos. No modelo foram considerados sete grupos celu-
lares que representam as etapas temporais do BMU. A linhagem osteoblastica € composta por
quatro grupos que incluem as células precursoras indiferenciadas, os osteoblastos precursores



(OBP) e osteoblastos ativos (OBA) e um estagio final com ostedcitos (nao efetivos), Linning
cells (células de revestimento) e osteoblastos apoptoticos. A osteocldstica consiste de precur-
sores inativos, osteoclastos ativos e apoptoticos. A quantidade de progenitores de osteoblastos
e osteoclastos € considerada ilimitada no modelo.

Os receptores de PTH estdo expressos em grande parte da superficie dos osteoblastos
[7,131]. Niveis quase constantes de PTH no sangue, através da ligacdo com esses receptores,
estimulam a produc¢ao de RANKL e inibem a producdo de OPG por osteoblastos [2,31} 8, 18],
0 que causa um aumento no nimero de Osteoclastos ativos. Efeitos diretos de PTH nos
osteoblastos tem sido observado experimentalmente [15, [7, 4]. No modelo, os efeitos da
sinalizagdo osteoblasto-osteoclasto por inducdo do PTH, sdo controladas apenas através do
eixo de comunicagdo celular: RANK-RANKL-OPG.

No modelo da Figura [5] as interagdes celulares sdo mediadas por ativagdo de recep-
tores celulares. Os diferentes tipos celulares representados no modelo respondem a ativagcao
dos seus receptores produzindo novas moléculas, diferenciando-se ou morrendo.

Sem considerar as interacOes com osteoblastos, a reacdo quimica da ligacdo do PTH
com o seu receptor € representado como na Reacao [30]

Pp
4 ks
P+P =P, P (30)
d ko
p

sendo pp e dp abreviacdes para fluxos de producgado e destruicdo de PTH, respectivamente.
P. - P é o complexo formado pelo PTH e seu receptor. Aplicando a lei da conservacdo
da massa na Reagéo 30| pode-se chegar nas Equagdes Diferenciais [31] e [32] [16], sendo que
Lemaire ainda incluiu nas equagdes o efeito das duas ligagdes que o PTH pode fazer com os
osteoblastos, como é mostrado no Figura

dP

o =S, + 1, + (k¢P, - P —ks(RL — P,- PYP(B + R) — kpP) (31)
dP, - P

T ks(RY — P, - P) — keP, - P (32)

A soma S, + I, é o total de produg¢do de PTH e kp € uma taxa de degradacio do
PTH de primeira ordem. .S, representa a taxa de sintese basal do PTH (suposta para ser
fixa), e I, € a taxa externa de administracdo de PTH. Dependendo do tipo de administrag@o,
o paratormodnio pode ser constante ou dependente do tempo. R% é o nimero de receptores
de PTH por célula, com valor constante. B e R sdo as respectivas concentragdes de OBAs e
POBs. A Reagio de ligacdo[30]entra em equilibrio muito mais rapidamente do que o tempo de
mudancas consideraveis das populacdes de células do modelo. Esse € também o caso de todas
as outras reagoes de ligacdo do modelo. Consequentemente, apenas os estados permanentes
desses eventos moleculares realmente alteram a dinamica celular do modelo. No equilibrio,
a proporgio de receptores de PTH ocupados é dado por 7p = P, - P/RE = P/(P + P%),
sendo P° = kg/ks, portanto a concentragdo de PTH é P = (S, + I,)/kp = P° + P, sendo
P° = Sp/kp e P = Ip/kp. Pode-se aproximar a relagdo da proporgdo de receptores de PTH
ocupados, para P? < P*, como mostra a Equagdo
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A definicdo das reacdes de ligagdo de OPG (O) com RANKL (L) e RANKL com
RANK (K) seguem o mesmo raciocinio da formulacdo do PTH e podem ser encontradas

(33)

mp

com mais detalhe em [17]. Lemaire leva em consideracdo que a produ¢do de RANKL e
OPG ¢ diferenciada. A sintese dessas proteinas ainda ndo € muito bem entendida [2, [19],
mas alguns dados experimentais apontam que o RANKL ¢ essencialmente produzido por
osteoblastos ativos enquanto o OPG € secretado pelos osteoblastos imaturos[17]. A equagdo
de concentracdao de OPG pode ser descrita como:

KP
_ LB p i h
k’oﬂ'p ]{50

@)

(34)

sendo K" a taxa minima de produgio de OPG por célula, 7, a propor¢do de receptores de
PTH ocupados da Equagdo Iy a taxa de administracdo externa de OPG e k( a taxa de
producao de OPG.

Para a proteina RANKL:

KPrn,B I
L = L™p 1_|_—> 35
1—|—]{73K/l€4+/{710/l€2 < rL G

onde a concentracdo de RANKL que os osteoblastos podem produzir é governada pelo valor
de K}'m,B. Os valores k; e k sdo constantes de associa¢do e desassociagdo de RANKL e
OPG, ks e ks para RANKL e RANK.

As equacdes que governam a evolucdo do numero de células também sdo equagdes
diferenciais. Cada compartimento de células é alimentado com um fluxo de entrada de novas
células que terminaram seu estiagio de diferenciacio e é esvaziado com um fluxo de saida de
c€lulas que sofreram apoptose.

A linhagem celular dos osteoblastos € alimentada por uma grande populacdo de pro-
genitores indiferenciados que expressam um receptor especifico de TGF-/3. Uma vez ativado,
esse receptor induz diferenciacdo dos progenitores em pré-osteoblastos. No modelo de Le-
maire se assume que a concentracdo de TGF-( é proporcional ao tamanho populacional de
osteoclastos ativos. A resposta dos osteoblastos frente a concentracdo de TGF-/3 € represen-
tada por uma relagdo de propor¢do 7, funcdo do fator de ocupagao do seu receptor:

C+C°
C+C°
Dy, é um fator de proporcionalidade. C' é a concentracdo de osteoclastos ativos, C*° corres-
ponde ao coeficiente de dissociacio da ligacdo do TGF-/3 ao seu ligante e C° representa a
concentracdo basal de osteoclastos ativos no sistema. Adota-se C° = f,C®, sendo f, uma
proporg¢ao fixa.

DR’/TC:DR (36)

O Fluxo de saida do compartimento dos POB’s € também um fluxo de entrada para o
compartimento dos OBA’s. Nesse momento, o ligante do TGF-/ atua inibindo a diferencia¢ao
dos POB’s resultando numa resposta celular inversamente proporcional a ocupacgao do recep-
tor de TGF-4, m¢.



Dp C+C*o
ER = DBmR (37)
onde Dy é um fator de proporcionalidade, dg € definido pela relacdo Dg = fydp, sendo f
uma proporcao fixa. A taxa de diferenciacdo dos POB’s depende da concentracdo de POB’s
no seu compartimento.
Apoptose € o mais frequente estdgio final da vida de um OBA. Entretanto, alguns
OBA’s vao se tornar ’linning cells”, ou ostedcitos. A taxa que os OBA’s entram em apoptose
€ um processo de degradacdo de primeira ordem representado por kg B.
A ligacio RANK-RANKL promove a diferenciacdo dos pré-osteoclastos em osteo-
clastos ativos. A diferenciagdo € proporcional a taxa de ocupacdo do RANK. Essa taxa é
denotada por 7y, e é igual a K - L/ K no estudo do autor. O fluxo dos precursores entrando

no compartimento dos OCA’s € dado pela expressao

K- L
K
sendo D¢ a taxa de diferenciagcdo de pré-osteoclastos.
O fator de crescimento TGF-$ induz a apoptose de osteoclastos por se ligar a recep-

D¢ (38)

tores na superficie da célula [27]. Esse fenomeno pode ser representado por uma expressao
similar a Equagdo
Cc+C°
DAWCC—DA—C+CSC (39)
sendo D 4 uma constante de proporcionalidade.

Apesar do avanco significativo que o modelo de Lemaire trouxe a literatura, alguns
pontos ainda nao foram completados. Pivonka e colegas [22] elaboraram diversos comple-
mentos para esse modelo, por exemplo, uma nova equacdo diferencial que descrevesse a
variagdo do volume dsseo. A equagdo (43) correlaciona a diferenca no tamanho das populagdes
de osteoblastos e osteoclastos e determinado valor de constantes, que representam a taxa de
formacao e reabsor¢ao dsseo, para determinar a variacdo do volume.

ApOs Pivonka, Scheiner e colegas [26] seguiram os mesmos passos € inseriram novas
funcdes que permitem alterar a sensibilidade do sistema para sinais mecanicos como a ener-
gia da deformacao. A principal influéncia da energia de deformacgao esta na proliferacdo de
osteoblastos e na produ¢do de RANKL.

As equacdes principais do modelo de Lemaire estdo descritas abaixo, sdo as equagdes
das interagdes entre as populacdes de células, acrescentadas de uma equacio que indique o
volume 6sseo e fungdes para sensibilidade a energia de deformacao.

dR D
— = Dgmc+ PrRIL — —% R (40)
dt TC
B D
B _Dsp_ 4B (41)
dt TC
dC
—:Dcﬂ'L—DAﬂ'Cc (42)

dt
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sendo
C+ foC° K-L
Dp = fodp, mc= NeEYeE +fOCS e mp=— (44)

Pr é uma constante que indica a proliferacdo de osteoblastos conforme a varia¢ao da
energia de deformacao II., avaliada como:

. =11, (1 A (w—m - 1>> (45)
wsbmst

onde II. , € o valor no equilibrio de II., w,,, o valor da energia de deformagao e We,,,  Seu
valor no equilibrio. O parametro A € uma constante de ajuste e possui valor igual a zero
quando w,,, < we,,, -

A ultima modificacdo é dada pela funcdo que determina a variacdo de RANKL como
funcdo da energia de deformacao:

we,
Prankr., =k (1 - —b> (46)

webmst
sendo x uma constante de ajuste cujo valor € zero para w,,, > we,, - A fun¢do Prank L.,
S m
¢ um termo adicional na equagdo da concentragdo de RANKL (eq. [35).
K - L € avaliada no equilibrio, pois as reagdes de ligacdo sdo muito mais rapidas do
que o resto das interacdes do modelo, portanto a expressao 47/|fica:

K-LI ks KPrpB 14l )
K k ksK |k (K¢R r
1+ k4 + kzko( Tp +IO) L

Tabela dos parametros do modelo:



Tabela 1. Tabela de simbolos utilizados no modelo de Lemaire [17]]

Simbolo Descricao
(O Valor de C para se atingir metade da taxa de diferenciacao
Dy Taxa de apoptose de osteoclastos por TGF-(
dp Taxa de diferenciacdo de Osteoblastos responsivos
D¢ Taxa de diferenciac@o de Osteoblastos precursores
Dr Taxa de diferenciacdo de Osteoblastos indiferenciados
fo Propor¢ao fixa
I Taxa de administracdo de RANKL
Io Taxa de administracdo de OPG
Ip Taxa de administracao de PTH
K Concentracdo fixa de RANK
ky Taxa de ligacdo de OPG-RANKL
ko Taxa de desassociacdo de OPG-RANKL
ks Taxa de ligacdo de RANK-RANKL
k4 Taxa de desassociagdo de RANK-RANKL
ks, Taxa de ligacdo de PTH
kg Taxa de desassociacao de PTH
kp Taxa de eliminacdo de osteoblastos ativos
KP Numero maximo de ligantes RANKL na superficie de cada célula
ko Taxa de eliminacado OPG
K} Taxa de produg@o minima de OPG por célula
kp Taxa de eliminac¢do de PTH
rL Taxa de producdo de RANKL e eliminagdo
Sp Taxa de sintese de PTH sistémico
Eform Taxa de formacdo dssea por osteoblasto
Kres Taxa de reabsor¢@o Ossea por osteoclasto
We,,, Energia de deformagdo
Wey,, Energia de deformacao no equilibrio
Pr Taxa de proliferacao de osteoblastos responsivos
K Constante de proporcionalidade para I1.
A Constante de proporcionalidade para Pran k1,

4. SIMULACAO E RESULTADOS

Para valida¢do do modelo proposto neste artigo, foi analisado mecanica-biologicamente
um scaffold de hidroxiapatita bioativo (com cultura de células in vitro). A secdo transversal
retangular de um biomaterial que possui dimensdes 11 x 35 mm, de espessura 10 mm, foi
submetida a um carregamento externo de 5 MPa, ilustrada a Figura [6]

Nesse estudo, considerou-se a analise de um modelo bidimensional em Estado Plano
de Deformacdes. Foi gerada uma malha de elementos triangulares de seis nds e seis pontos
de gauss (Figura[/)), contendo dois graus de liberdade por n6 (translagdo nas direcdes x e y).



Figura 6. Malha de Elementos Finitos do modelo com a aplicacdo de uma carga distribuida
em alguns nés do contorno.

O célculo das micro-tensdes e micro-deformagdes seguiu a teoria apresentada nas
secoes anteriores. A implementacdo do algoritmo foi feita no software Matlab.

K

Figura 7. Elemento triangular quadratico de seis nds

A geometria simulada nos exemplos a seguir foi baseada nas dimensdes do Scaffold
DW250 ilustrado na Figura[8] A tabela a seguir ilustra os pardmetros utilizados na modelagem
multiescala. O EVR possui duas fases: Hidroxiapatita e Poros (vazios), imersos numa matriz.

Tabela 2. Tabela de parAmetros da multiescala [6]]

Fase Hidroxiapatita Vazios Matriz

7, 0.91 0.09 -
E, 114 GPa 0 93GPa
v, 0.27 0 0.265

As condigdes iniciais para as Equagdes do modelo de Lemaire (0] 1] #2] e 43)) sdo
respectivamente 0.000773437668539 pM, 0.000728339570195 pM, 0.000912752881887 pM,
0.95 % e representam respectivamente as populagdes iniciais de pré-osteoblastos, osteoblas-
tos, osteoclastos e volume Osseo. A unidade [pM] € uma unidade de concentracdo molar e
significa pico Molar, 1pM = 10~ 2mol/L = 10~ "?mol/dm® = 10~?mol/m>. Esse sistema de
equagoes acopladas € resolvido utilizando o método de runge-kutta de quarta ordem para o
tempo de 1 dia.
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Figura 8. Foto de Scaffold. Micrografias Opticas de (a) vérios Scaffolds de HA pat-terned com
varia¢ao de tamanho dos poros (b) vistas de topo e de corte transversal de um Scaffold de HA
DW?250 ilustrando quatro arranjos diferentes de poros [29].

A malha deformada (em azul) e indeformada (em verde) podem ser visualizadas na
Figura[9] a malha deformada estd com um fator de aumento de mais de 8 mil vezes.

«1° Deslocamento total. Fator de escala = 8682.5

Y (metros)

VAVA
-4 2 0 2 4
X (metros) x10°

»
@

Figura 9. Malha deformada e indeformada.

Foram utilizados 354 elementos e 767 nds na malha de elementos finitos.

4.1. Comparacao dos resultados

A seguir serd mostrada uma comparacio entre os resultados cldssicos da mecénica
do continuo e os resultados utilizando a abordagem da micromecanica do continuo com o



remodelamento. A distribui¢do das tensdes nas dire¢des x e y sdo ilustrados nas Figuras |10/ e
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Figura 10. Comparacdo da distribuicdo de tensdes na direcao X.
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Figura 11. Comparacdo da distribui¢do de tensdes na direcao Y.

A Figura [I2) mostra a evolugdo temporal das populacdes de células (POB, OBA e
OCA) e do volume 6sseo. O volume 6sseo reduziu de 0.95% para 0.885% devido a uma
mudanga na energia de deformagdo da microescala 30 MPa em relacdo a energia de deformacao
de equilibrio 40 MPa .
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Figura 12. Evolucao das populacdes de células e volume dsseo.

5. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os estudo de Scaffolds e do fendmeno de remodelamento dsseo sao assuntos de natu-
reza multidisciplinar e estdo numa area de fronteira relativamente nova na literatura. Trata-se,
portanto, com um tema bastante complexo e esse trabalho estd em fase de desenvolvimento.

A anélise dos resultados mostra que a distribuicao de tensdes nas direcoes X e Y se
mostrou bastante diferente quando inserimos o modelo multiescala com as diferentes fases e
com a populacdo de células dsseas. Quando se utiliza 0 modelo micromecanico percebe-se
que o nivel da tensdo diminuiu por dois motivos: a. houve remodelamento negativo (redugdo
da rigidez na microescala por atividade osteoblastica) e b. o processo de homogeneizagao pri-
vilegiou a rigidez dos espacos vazios (poros), pois a porosidade considerada foi relativamente
alta.

Sob o ponto de vista biolégico o modelo descreveu bem o fendomeno de coupling, ou
o acoplamento entre a cadeia de reacOes bioquimicas entre os osteoclastos e osteoblastos. O
grafico da Figura|l2| mostrou bem essa variacdo e a interdependéncia que cada populagdo em
relacdo as outras.

Como sugestdo de trabalhos futuros deve-se incluir outros exemplos com diferen-
tes porosidades o que permitird entender a influéncia de ¢ acoplada ao remodelamento. O
estimulo para o remodelamento também € um fator a ser considerado, existem trabalhos que
consideram o dano um estimulo importante que poderd ser incluido no modelo.
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