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Resumo

Acidentes, ressec¢do tumoral, entre outros, podem degenerar o osso, elevando os custos do
Sistema Unico de Saiide. Apesar da capacidade de autorreparo, o tecido ésseo apresenta
limitagoes frente a um dano complexo. Atualmente, os tratamentos sdo invasivos, aumentando
a morbi-mortalidade, demonstrando que novas terapias precisam ser desenvolvidas. A
engenharia de tecidos (ET) scaffold-free pode ser eficaz, viabilizando a realizagdo de um unico
procedimento para implante e proporcionando um microambiente mais bioativo para as
células. Atualmente, é possivel analisar o comportamento celular por meio de modelos
computacionais, unindo conhecimentos em Bioengenharia, Tecnologia da Informagdo e
Biologia de Células-tronco. Sendo assim, este trabalho objetiva analisar in silico a
interferéncia de fatores bioquimicos no desenvolvimento de tecido dsseo em esferoides. O
software CompuCell3D foi utilizado para simular a agregagdo celular, fusdo dos esferoides e
diferenciagdo osteogénica. As células foram modeladas como células-tronco mesenquimais e
unidade de colonia- Granulocito/ Mondcito e a simulagdo demonstra a formagdo e fusdao dos
esferoides. Posteriormente, ocorre a diferenciagdo celular para diferentes fenotipos
relacionados ao tecido dsseo, em resposta a secre¢do de fatores bioquimicos presentes no
biomodelo. Desta forma, é possivel fazer uma conexdo entre os modelos fisiologicos e o virtual
correspondente, em beneficio da medicina.
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1. Introducao

O corpo humano apresenta mais de 200 ossos que desempenham diversas fung¢des, como
estrutural e de prote¢do aos orgaos vitais. Este tecido dindmico também suporta o movimento
e a locomogdo corporais (SU et al., 2018), além de produzir células sanguineas e também
armazenar minerais e fatores de crescimento (FCs). A presenga de células-tronco responsaveis
pela secrecao de FCs e citocinas estd profundamente relacionada com suas fungdes fisioldgicas,
e também o processo de remodelagdo continua mantém a integridade do sistema esquelético
0sseo, promovendo a manutencdo anatdmica, fisiologica e funcional deste tecido (ROSETTI et
al., 2017).

No entanto, acidentes, ressec¢ao tumoral, doengas congénitas, entre outras, podem degenerar o
0sso, gerando custos elevados para o Sistema Unico de Saude. O tecido 6sseo é capaz de reparar
a maioria das fraturas, porém, quando o dano ¢ complexo, muitas vezes justifica a escolha
clinica por tratamentos invasivos (ROSETI et al., 2017; WU; ZHAO, 2019). Os defeitos
“criticos”, como esses danos sao chamados, possuem no minimo 2 cm de diametro, sendo que
a falha no reparo costuma variar entre 10 a 50% dos casos e ndo podem se auto-regenerar.
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Consequentemente, o tecido sofrera com a supressdo sanguinea, resultando em osteonecrose e
perda Ossea.

Atualmente, as opgdes de tratamentos envolvem o transplante de matriz mineralizada xendgena
e heterdloga, além da colocacdo de enxertos dsseos autélogos. Em algumas situacoes, a terapia
pode envolver o uso de implantes feitos com biomateriais, como polimeros, metais e ceramicas.
No entanto, essas abordagens podem ser insuficientes e envolver multiplos procedimentos
ablativos, elevando a morbi-mortalidade associada a esses casos clinicos (AGARWAL;
GARCIA, 2015). Sendo assim, novas possibilidades terapéuticas eficazes precisam ser
desenvolvidas (GRAYSON et al., 2016).

Neste aspecto, a engenharia de tecidos pode ser um caminho adequado, pois objetiva restaurar
e reparar o tecido danificado. Esta area interdisciplinar, baseada nos principios das ciéncias da
vida e da engenharia, viabiliza a realizagao de um tinico procedimento para implante e avangou
consideravelmente no desenvolvimento de materiais que mimetizam o tecido e as suas
condigdes fisiologicas normais, usando a triade classica: a combinagdo de células, estimulos
sinalizadores e biomateriais para suportar o crescimento celular (ROSETI et al., 2017; ZHAO
et al., 2020).

Os scaffolds sao dispositivos que sustentam as células durante o processo de desenvolvimento
do tecido, fornecendo a arquitetura adequada relacionada com o tecido (ALBLAWTI et al.,
2020). Os métodos de engenharia de tecidos que se baseiam na utilizagdo de scaffolds
empregam biomateriais que conferem resisténcia mecanica ao tecido, além de elasticidade. Eles
devem ser porosos e apresentar propriedades como biocompatibilidade e biodegradacgdo, que
permite serem gradualmente substituidos pelo tecido a medida que as células crescem em sua
superficie. No entanto, a utilizacdo desta abordagem ndo ¢ livre de desvantagens como o
desenvolvimento de resposta imunolédgica e de toxicidade relacionada ao biomaterial escolhido
(ALBLAWI et al., 2020).

No intuito de solucionar estes desafios, a abordagem de engenharia de tecidos sem scaffold
surgiu, oferecendo um ambiente de alta densidade, que se assemelha as caracteristicas da matriz
extracelular do tecido a ser recuperado, que aliado as células e aos fatores sinalizadores,
promove uma maior interagdo com o tecido hospedeiro. Soma-se a isso, a diminui¢do da chance
de reacdes inflamatodrias e toxicidade relacionada ao biomaterial, desta forma possibilitando a
proliferacdo celular e a manuten¢do da sua viabilidade no local. Além disso, o progresso da
tecnologia de manufatura aditiva e de cultivo celular tridimensional (3D) beneficiaram a difusao
desta abordagem também conhecida como scaffold-free (DHAWAN et al., 2019).

O aprimoramento das técnicas de cultivo celular 3D de forma a favorecer a comunicagao
intercelular e célula- matriz extracelular, possibilitou superar algumas dificuldades encontradas
no cultivo celular 2D. Os agregados celulares 3D, também conhecidos como esferoides, podem
apresentar maior tolerancia a niveis de hipdxia, reduzir a taxa de apoptose, além de secretar
mais fatores de crescimento quando comparados ao cultivo celular 2D. Ademais, os esferoides
mimetizam a organizagdo e arquitetura do tecido nativo, proporcionando um microambiente
bioativo adequado (DORST et al., 2014).

Os esferoides podem ser formados por um unico fenotipo celular ou multiplos (DORST et al.,
2014), sendo que a utilizagdo de células-tronco para formagao destes agregados ¢ bastante
promissora em engenharia de tecidos. Especialmente, as células-tronco mesenquimais
estromais (MSCs) vém sendo amplamente utilizadas, pois sdo células multipotentes e
apresentam alta capacidade de diferenciacdo na linhagem mesodérmica (osteogénica,
condrogénica e adipogénica). Além disso, elas ndo apresentam fatores de histocompatibilidade
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e secretam uma grande variedade de moléculas imunomodulatérias, modulando a resposta
imune do hospedeiro (MANZINI et al., 2015).

Atualmente, ¢ possivel elucidar o comportamento destas células por meio de modelos
biologicos computacionais, que permitem analisar diversos parametros (SEGO et al., 2017). A
biologia computacional associa os conhecimentos em Bioengenharia, Tecnologia da
Informagdo e Biologia de Células-tronco, ampliando as possibilidades de oferecer alternativas
efetivas na area médica. Um modelo in silico do comportamento coletivo de estruturas celulares
¢ gerado, permitindo modelar fendmenos como migracao celular, agrupamento e crescimento,
levando em consideragdo as forcas adesivas, a detec¢do de ambiente e as restri¢gdes de volume
e area de superficie. Neste contexto € possivel modelar células, como também partes individuais
de uma célula ou at¢ mesmo regides de fluidos (SEGO et al., 2017). Desta forma, a
bioengenharia ¢ uma abordagem promissora, que apresenta o potencial para beneficiar a
sociedade e a medicina.

Sendo assim, o objetivo principal do presente trabalho ¢ desenvolver um biomodelo
computacional capaz de reproduzir in silico o padrdo de comportamento das células em
esferoides, analisar a interferéncia de fatores bioquimicos na diferenciagdao destas células em
tecido 6sseo, mimetizando condig¢des fisioldgicas, visando aplicacdes futuras em engenharia de
tecidos.

2. Metodologia

O modelo computacional foi gerado utilizando-se o software gratuito e de cddigo aberto
Compucell3D, que ¢ um ambiente tridimensional de solucdo de problemas de alta
complexidade, que integra varios modelos matematicos, incluindo o modelo celular de Potts
(CPM) (SEGO et al., 2017). A simulacao nesse software ¢ feita usando Monte Carlo Steps
(MCs). Essa ferramenta permite a modelagem de reacdes celulares a campos quimicos externos,
como secre¢do ou reabsor¢do, € respostas como quimiotaxia e outras respostas bioquimicas.
Diferentemente de outros softwares para modelagem de sistemas biologicos, como o FLAME,
TinkerCell e Virtual Cell, o CC3D ¢ focado em modelos multi-escala, nao sendo restrito quanto
as aplicagdes.

O codigo ¢ gerado utilizando a linguagem de programagao Python, sendo que o arquivo de
simula¢do do Compucell3D possui 3 scripts:

e XML: apresenta os aspectos iniciais da célula (tamanho do involucro para
simulagdo, raio, volume inicial, tipos de célula, forca de contato entre as células,
etc);

o Steppables: sao classes em Python abrangendo as fungdes celulares (mitose,
diferenciagéo, etc). E o principal arquivo da simulagdo e é formado por trés unidades
fundamentais: Start, Step e Finish;

e Python: este arquivo importa todas as classes Steppables do arquivo anterior, de
modo a executa-las durante a simulacgao.

Uma etapa basica no modelo clusters foi desenvolvida, simulando a dindmica celular de
formacdo do tecido partir de unidades celulares, sendo que os tipos de células serdo
modelados como células de granuldcitos-macrofagos (CFU-GM) e células-tronco
mesenquimais (MSCs). O cédigo ¢ iniciado com uma malha de 78 células espalhadas,
em um invélucro de 100x100x1 m para simulagdo, sendo uma simulagdo de 2 dimensdes.
O modelo captura eventos como o “cell-sorting” e a fusao dos esferoides.
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3. Resultados e discussoes

A simulagao do biomodelo comega com MSCs (azul) e unidades formadoras de coldnia-
macréfago/ granuldcito (CFU-GM), que inicialmente, se encontram espalhadas em rede
e, gradualmente, se agregam formando um esferoide de co-cultura, devido as forgas

intermoleculares (Figura 1 A-F), corroborando o descrito na literatura (DORST et al.,
2014).

Figura 1: Formacao do esferoide de co-cultura, sendo que CFU-GM (cor vinho) e MSCs (azuis). A: MCS = 0; B:
MCS = 5860; C: MCS = 5960; D: MCS = 7220; E: MCS = 9580; F: MCS = 9600

Em engenharia de tecidos scaffold-free, apds o processo de formagao do esferoide in vitro, o
proximo passo envolve a formulacdo de uma biotinta contendo esferoides, a mesma que ¢
depositada por meio de bioimpressdao 3D. Apos a impressao, o processo de fusao dos esferoides
¢ uma etapa importante durante a expansao do tecido. Este biomodelo pode demonstrar esta
etapa (Figura 2 A- D).

Figura 2: Simulagdo da fusdo dos esferoides co-cultura, sendo CFU-GM na cor vinho, e MSCs em azul. A: MCS
=0; B: MCS =2000; C: MCS =2500; D: MCS =5500
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Além disso, as células presentes nos esferoides se diferenciaram para uma diversidade
fenotipica, dando origem a osteoblastos, ostedcitos, células progenitoras de osteoclastos e
osteoclastos (Figura 3 A, B).

Figura 3: As figuras mostram a simulag@o da diferenciag@o das células em osteoblastos (vermelho), ostedcitos
(verdes), células progenitoras de osteoclastos (roxo) e osteoclastos (cinza). A: MCS = 1100; B: MCS = 4700

Este processo de diferenciagao celular foi influenciado pela secrecdo de citocinas como
RUNX2, fator estimulante de colonia de macrofagos (M- CSF), RANKL e osteocalcina e pela
acdo da enzima fosfatase alcalina (Figura 4 A- D). Nos gréaficos, as concentragdes estao
representadas em mol/m?,
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Figura 3: Simulacdo da secrecdo das principais citocinas relacionadas com o processo de diferenciagao celular
osteogénico. A: Runt-related transcription factor 2 (RUNX2); B: fator estimulante de colonia de macrofagos
(MCSF); C: osteocalcina; D: Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL)
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4. Conclusao

Com o modelo computacional bioldgico desenvolvido foi possivel simular a agregacao celular
das MSCs e CFU-GM, a fusdo dos esferoides e também promover o processo de diferenciagao
celular destas células par aa linhagem osteogénica, influenciada pela secrecao de citocinas e
pela enzima fosfatase alcalina. A andlise quantitativa destes fatores bioquimicos estd em
andamento.
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