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Abstract. Tissue engineering is a promising alternative therapy for bone
regeneration. The aim of this article is to analyze the inclusion of biological
factors in the bone tissue development process in a scaffold-free environment.
To achieve this, the Compucell3D software was used to simulate biological
models, which analyzed the process of cell aggregation in spheroids
containing mesenchymal stem cells (MSCs) and hematopoietic progenitor
cells. In addition, the step of joining two spheroids and differentiating the cells
present in the bone tissue was added, also considering a possible future
analysis of enzymes and cytokines present in the complete spheroid.

Resumo. A engenharia de tecidos é uma terapia promissora alternativa para
regeneragdo ossea. O objetivo deste artigo é analisar a inclusdo de fatores
biologicos no processo de desenvolvimento de tecido osseo em ambiente
scaffold-free. Para alcanga-lo, foi utilizado o software Compucell3D para
simula¢do de modelos biologicos, que analisou o processo de agregagdo
celular em esferoide contendo células-tronco mesenquimais (MSCs) e células
progenitoras hematopoiéticas. Além disso, foi incluida a etapa de jun¢do de
dois esferdides e da diferencia¢do das células presentes no tecido dsseo e
para a futura andlise das enzimas e da citocina presente no esferodide
completo.

1. Introducao

A reconstrugdo esquelética de defeitos 0sseos criados por trauma, infeccao, resseccao de
tumores e anormalidades esqueléticas, pode ser complexa. Até mesmo em casos de
necrose avascular e osteoporose, o processo regenerativo ¢ comprometido, podendo
levar a cicatrizagdo incompleta de fraturas e ndo a regenerar o tecido (1). Apesar do
0sso apresentar capacidade de auto regeneragao, dependendo do tipo e complexidade da
fratura, faz-se necessario intervengdo cirtirgica que, em casos de grande falha dssea,
pode requisitar preenchimento com material exdgeno, comprometendo a eficacia da
regeneragao.
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Tendo-se em conta essa dificuldade, a Engenharia de Tecidos se apresenta como uma
importante alternativa na reestruturagdo oOssea e restabelecimento de suas fungdes
corporais. Ela vem ganhando espago na ciéncia moderna desde a década de 80, quando
surgiram os primeiros trabalhos na area. Ela estuda a reconstituicdo, conservacao,
substituicdo ou aprimoramento da funcdo de um tecido ou 6rgdo danificado, seja por
doenga ou trauma (2). A triade classica desta abordagem ¢ cultivar células em uma
matriz tridimensional (scaffolds), com a presenca de fatores de crescimento e
diferenciagdo, para implantagao como substituto bioldgico por meio do cultivo.

Engenharia
de Tecidos

Figura 1: Triade classica da engenharia de tecidos.

No caso da engenharia de tecidos voltada para regeneracdo Ossea, 0 processo €
complexo e orquestrado por uma série de tipos celulares e sinalizacdes moleculares, a
fim de otimizar o reparo e restaurar a fungao esquelética (3).

Particularidades do Tecido Osseo

O tecido 6sseo desempenha fungdes vitais no corpo, como a sustentagdo, locomocgao e
protecdo dos 6rgdos. Além disso, ele possui a fungdo de producdo e hospedagem de
células progenitoras hematopoiéticas e células-tronco mesenquimais, além de ser um
depdsito mineral, ou seja, € capaz de mobilizar os minerais armazenados em caso de
caréncia, ou acumula-los quando estdo em excesso (4).

Todas essas fungdes sdo possiveis pois 0 0sso consiste em um tipo de tecido conjuntivo
rigido, dinamico, altamente vascularizado, com a capacidade continua de regeneragao e
remodelagdo, ou seja, ele estd sempre sendo renovado. O tecido dsseo € constituido por
uma matriz mineralizada formada por 3 tipos principais de células: osteoblastos,
osteocitos e osteoclastos (Tabela 1). Durante a remodelagdo, os osteoblastos sao
responsaveis pela formacdo da matriz 6ssea e os osteoclastos pela sua reabsorcao e
digestdo da matriz organica consistindo em um processo de elimina¢do do osso antigo e
substituigdo por um novo (5). Os ostedcitos sdo células derivadas dos osteoblastos e
compreendem de 90 a 95% do tecido dsseo (3). Eles regulam a deposi¢do mineral local
€ a quimica no nivel da matriz 6ssea e sao conhecidos por formarem uma rede sensorial
que responde a estimulos externos, sendo considerados cruciais na remodelagdo
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dindmica do osso [6, 7, 8]. Esse processo ¢ complexo e ocorre devido a acdo de uma
série de mecanismos celulares, como citocinas e fatores sinalizadores(3).

Proporgdes para cada tipo celular presente no tecido dsseo:

Tabela 1: Principais tipos celulares e proporcdes no tecido 6sseo (3)

Tipo Celular Proporc¢ao no Tecido
Osteocito 90-95%
Osteoblasto 4-6%
Mesenquimais (MSCs) 1%
Osteoclastos 1%

Unidade Formadora de
Colonia- Granulocito/ 0.5%
Macroéfago (CFU-GM)

Célula Precursora de

0.59
Osteoclasto (OCP) o

Tipos Celulares
Mesenquimais

As células-tronco Mesenquimais (MSCs) sdo caracterizadas por serem multipotentes,
capazes de se diferenciar e contribuirem na regeneracdo de tecidos Osseos,
cartilaginosos, musculos, ligamentos, tenddes, adiposo, entre outros (6). Sua capacidade
de formar e reparar ossos in vivo fez com que elas se tornassem atrativas para a
medicina regenerativa. No tecido 0sseo, as células MSCs se diferenciam e originam os
osteoblastos por meio do fator regulador Runx2.

Osteoblastos

Os osteoblastos representam cerca de 4 a 6% do total de células Osseas e sdo os
principais formadores da estrutura ossea (3). Eles sdo o estado final de diferenciagdo
ossea das células-tronco Mesenquimais, que foram induzidas pela agdao da enzima
Fosfatase Alcalina 6ssea (3,7). Os osteoblastos sdo responsaveis pela mineralizagdo da
matriz 6ssea (7).

Osteodcitos

Os ostedcitos sao derivados da linhagem mesodermal por meio da diferenciacdo dos
Osteoblastos. Eles compreendem de 90 a 95% do tecido 6sseo (3), sendo as células mais
abundantes da matriz 6ssea. Ele ¢ conhecido por ser uma célula mecanossensorial e tém

sido considerados como mecanossensiveis nos estdgios iniciais da remodelacdo Ossea
(8,9).
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Unidade Formadora de Colonia- Granulocito/ Macréfago (CFU-GM)

A Unidade Formadora de Colonia Granuldcito-Macrofago ¢ uma célula multipotente
que pode se diferenciar em OCPs a partir do fator estimulante de colonias de
macrofagos (M-CSF) (10). No esferoide final de tecido 6sseo, hd menos de 1% de
concentragdo celular de CFU-GM (3).

Células Progenitoras Hematopoiéticas (OCPs)

Sao gerados a partir da CFU-GM e sdo precursores de osteoclasto, se diferenciando a
partir do fator ligante RANKL. Compdem menos de 1% do esferdide de tecido dsseo

3).
Osteoclastos

Os osteoclastos sdao células multinucleadas, provenientes das células progenitoras
Hematopoéticas. Eles sdo formados a partir da agdo de fatores de diferenciagdo
liberados pelas OCPs e do ligante Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B Ligand
(RANKL), que ¢ secretado por osteoblastos, ostedcitos e células do estroma (3). Sua
principal funcdo diz respeito ao processo de reabsor¢ao 6ssea e a maioria dos disturbios
esqueléticos se ddo devido a uma irregularidade na atividade do osteoclasto. Como
exemplo tem-se a Osteoporose, que estd relacionada a diminui¢do do feno6tipo de massa
Ossea e, consequentemente, a alta da atividade osteoclastica (11).

MsC HSC

OCPs

@ Notch @ X7
<
pre-osteoblasts / RANKL‘@ @
/

Figura 2: Esquemético do processo de diferenciacdo celular do tecido 6sseo. Fonte: Yi,
S.-J. 2019 (12).

Simula¢io computacional

Atualmente, grande parte dos processos fisioldogicos complexos podem utilizar
simulagdo computacional para serem elucidados. Esse método busca transformar
conceitos e expressdes matemadticas em modelos que simulam o comportamento das
células, gerando hipdteses sobre o funcionamento dos sistemas bioldgicos. Essas
hipéteses auxiliam na diminuicdo de tempo e numero e, consequentemente, custo de
experimentos em laboratorio. O sofiware livre Compucell3D esta disponivel para este
tipo de simulacdo e cujas utilizagdes para diferentes casos encontram-se listadas na
tabela 2.

Tabela 2: Revisao bibliografica das aplicacdes e respectivos resultados do Compucell3D
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Tipo de Aplicaciao Descri¢ao e Resultados Referéncia
Verificagdo de Modelo | Comparagao entre um modelo hibrido e um classico de (13)
de Crescimento Celular crescimento celular no Compucell3D, para explicar a

discrepancia entre eles a partir de um mesmo sistema
matematico. Nao se pode inferir a diferenca entre os
modelos testados.
Modelo de Migragdo | Reprodugdo de 3 tipos de movimento celular in vitro em (14)
Celular de simulagdes tridimensionais do Compucell3D. Como
Mesenquimal resultados, a trajetoria das células na simulagdo tem forte
acordo com os experimentos reais.
Modelo de Infecgao Construgdo de um modelo computacional de infec¢io (15)
Viral viral no tecido epitelial. A simulagdo elucida como os
tratamentos potenciais influenciam no resultado da
infeccdo.
Modelo Tridimensional | Modelo computacional experimental para investigar as (16)
de Disseminagao interacdes entre epitélio de cancer e a matriz extracelular
Tumoral em microambientes compartilhados. Houve sucesso na
distin¢do entre a dinamica de crescimento coletivo e
unicelular. Porém, ndo foi capaz de analisar a diferenca
da motilidade entre mesenquimais ¢ ameboides.
Modelo de Estudo da presenca de fibroblastos ativados derivados de (17)
Transformagao de endoteliais pela transformagdo da mesenquimal
Mesenquimal em (EDAFs), e arigidez de substrato na migracao e
Microambiente proliferagao de células tumorais. O modelo teve sucesso
Tumoral em prever que a migragdo de células tumorais aumenta
na presenga de EDAFs e mostra que a velocidade de
ativagdo de células tumorais aumenta com o aumento da
rigidez do substrato.
Simulagao de Tecido Modelo computacional de tecido virtual para definir os (18)

Virtual para Doenga
Renal

papéis da adesdo e proliferacdo no inicio da doenca
cistica renal. As simulag¢Ges previram que a adesdo
reduzida entre as células desencadeia a indugao do cisto,
o que foi confirmado in vitro.
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Modelo Computacional
de Cicatrizagao de
Feridas

Modelo computacional de migragao de queratindcitos,
controlado por EGF (secretado por fibroblastos) usando
0 Modelo Celular de Potts (COM). Os resultados foram
bem sucedidos no processo dindmico de migracao de
queranoécios e na elucidacdo da combinagdo de aspectos
bioquimicos e mecanicos da migragao celular.

(19)

Maturagao e
Cicatrizacdo de Feridas

E construido um modelo no qual a deposigéo de matriz
extracelular e a proliferacdo de fibroblastos determina a
arquitetura dérmica. Os resultados do artigo mostraram
que a interdependéncia entre a deposi¢do da matriz
extracelular e a proliferacdo celular coordenam a
reparacao dérmica.

(20)

Modelo de Fusdo e
Disrupgao

Modelo computacional no Compucell3D que recapitula
as redes celulares e o comportamento celular coletivo
subjacente ao crescimento e fusdo do palato secundario
dos mamiferos. Uma andlise in silico revelou a
funcionalidade do modelo com relagdo a sistemas de
sinalizacdo celular e loops de feedback para crescimento
e fusdo.

e2y)

Estudo da Influéncia da
Tortuosidade de Vasos
Sanguineos em
Tumores

Um modelo computacional de obstrugao do fluxo
sanguineo na microevolugdo das células em um tecido
canceroso foi construido. Além disso, foi mostrado que

instabilidades no suprimento de sangue podem impactar
no desenvolvimento de tumores e levar a extingdo.

(22)

Formagao de Esferoides
de Células de
Hepatocarcinoma

Um modelo de agregacdo de células Huh-7.5 foi
desenvolvido para complementar o experimento de
laboratdrio da formag@o de agregado esférico. O modelo
computacional teve sucesso em fornecer uma visao
interativa do processo de formagao de esferoides.

(23)

Dada as possiveis aplicacdes bioldgicas do software, o objetivo deste artigo € analisar a
agregacao celular em esferdides no processo de desenvolvimento de tecido 6sseo em
ambiente scaffold-free, por meio de simulagdo computacional utilizando o software
Compucell3D, visando suas possiveis aplicacdes na Engenharia de Tecidos voltada para

a regeneragao Ossea.

Compucell3D
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O modelo computacional do crescimento do tecido Osseo presente no artigo foi feito
utilizando o software Compucell3D, o qual consiste em um ambiente tridimensional de
simulag¢do para problemas de biocomplexidade, utilizando modelos matematicos para
resolucao de sistemas.

O codigo ¢ feito utilizando a linguagem de programacdao Python. Um arquivo de
simulagdo do Compucell3D possui 3 scripts: o primeiro ¢ um arquivo XML que diz
respeito as configuragdes iniciais da célula, como raio, tamanho do involucro para
simulagdo, volume inicial, tipos de cé€lula, for¢a de contato entre as células, entre outros.
O segundo contém os Steppables da simulagdo, que sdo Classes em Python que contém
as fungdes para o desenvolvimento celular, como mitose, diferenciagdo, morte, entre
outras. O ultimo arquivo importa todas as classes Steppables do arquivo anterior como
fungdes para executar a simulagao.

O principal arquivo da simulacdo € o que contém a construgdo dos Steppables. Eles sdo
formados por trés unidades principais: Start, Step e Finish. A simulagdo nesse software
¢ feita usando Monte Carlo Steps (MCS), em que cada MCS executa a funcio Step de
cada classe de Steppable. A funcdo Start, caso desejada, executa o codigo presente nela
apds a simulacgdo iniciar, mas antes do primeiro MCS, ¢ a fung@o Finish é chamada
imediatamente apds o Ultimo MCS (24). Além disso, as classes Steppables podem ser
programadas para serem chamadas por intervalo de MCS.

Como dito anteriormente, no arquivo XML ¢ definido os tipos celulares, além de suas
interagdes moleculares, secrecoes de residuos e diferenciadores, entre outros. Os tipos
celulares utilizados neste codigo sdo: mesenquimais, osteoblastos, ostedcitos,
osteoclastos, unidades formadoras de colonia granuldcito-macroéfago e célula
progenitora de osteoclasto.

2. Metodologia
2.1. Programaciao do Compucell3D
2.1.1. Cadigo 1 — Formacgao de Esferoide

O trabalho foi dividido em dois programas do Compucell3D, um de formagdo de
esferdide e outro de diferenciacdo celular. O primeiro codigo € iniciado com uma malha
de 78 células espalhadas, contendo células-tronco Mesenquimais (Azul) e células
progenitoras Hematopoiéticas (Verde) (Figura 3), em um involucro de 100x100x1 pm
para simulacdo, sendo uma simulacdo de 2 dimensdes. A temperatura do meio ¢ de 15.0
°C (Figura 4).
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Figura 3: Configuragéo Inicial das Células no software Compucell 3D.

<Potts:
Dimensions H="100" y=n100" zZ=m1m/s
Steps=100000</Stepss

wTenmperature>lS</Tenmperature:
cHeighborOrder>3</NeighborOrder>

</Potta>

Figura 4: Configuragdes iniciais do programa.

As células sao declaradas com seus nomes e tipo celular por nimero (Figura 5). Além
disso, o arquivo XML possui as definicdes de forca moleculares (Figura 6). As forgas
sdo inversamente proporcionais entre as células, ou seja, quanto menor o valor presente
nessa constante, mais forte sera a interagao entre elas.

<Plugin Name="CellTyps">

<!—— Listing all in the simulation -->
<CellTyps T ="Mzdium"/>
<CellTyps T ="Mzsenchymal™/>
<CellType T e="CFUGM" />

</Plugin>

Figura 5: Declaracao dos tipos celulares no cédigo 1.

<Plugin N
<!—— S8pe ation of adhesion energies ——>
<Energy ="Medium" T ="Medium">0.0</Energy>
<Enerqgy ="Medium" "Mesenchymal">10.0</Energy>
<Energy Typel="Medium" Typ "CFUGM">10.0</Energy>
<Energy 2="Mesenchymal™>1.0</Energy>
<Energy ="Mesenchymal" "CFUGM">1.0</Energy>
<Energy Typel="CFUGM" Typel="CFUGM">1.0</Energvy>

</Plugin>

Figura 6: Definigdo das forcas intermoleculares no cddigo 1.
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Por fim, para a primeira parte, apenas uma funcdo de motilidade ¢ necessaria. Isso faz-
se devido a necessidade de as células se locomoverem até se juntarem em um Unico
esferoide. Essa funcao é mostrada abaixo:

class MotilitySteppable (SteppableBasePy) :

def init (self, frequency=1) :

SteppableBasePy. init (self, frequency)

def start (self):
for cell in self.celllist:
self.polarizationvectorPlugin.setPolarizationvector (cell, 1, 1, 0)
self.cellOrientationPlugin.setLambdaCellOrientation (cell, 64)

Figura 7: Funcdo de Motilidade no cédigo de formacé&o de esferoide.

2.1.2. Cadigo 1 — Formacgao de Esferoide

O segundo programa apresenta o cddigo necessario para induzir a diferenciacdo das
células. Ele inicia a partir de dois esferdides retirados do primeiro programa, buscando
juntar os esferoides e diferenciar as células presentes nele durante esse processo. Tendo
isso em mente, ¢ necessario que esse codigo tenha todas as células do esferoide de
tecido Osseo para que o Compucell3D possa realizar a diferenciacao:

<Plugin Name="CellType">

<!—— Listing all cell types in the simulation -->

<CellType TypeId="0" TypeName="Medium"/>

<CellType Typeld="1" TypeName="Mesenchymal"/>

<CellType Typeld="2" TypeName="Osteoblast"/>

<CellType TypeId="3" TypeName="Osteocyte"/>

<CellType TypeId="4" TypeName="Matrix" Freeze=""/>

<CellType TypseId="5" TypeName="CFUGM"/>

<CellType TypeId="6" TypeNams="0CP"/>

<CellType Typeld="7" TypeName="Osteoclast"/>
</Plugin>

Figura 8: Células presentes no cédigo de diferenciagéo celular.

Também, com todas as células presentes, ¢ necessario definir a forga intermolecular
entre todas elas, adicionando algumas linhas no Plugin de Contact no XML:

<Plugin Name="Contact">
<!-— Specification of adhesion energies -->
<Energy Typel="Medium" Typel2="Medium">0.0</Energy>
<Energy Typel="Medium" TypelZ="Mesenchymal">10.0</Energy>
<Energy Typel="Medium" Typel2="0Osteoblast">6.0</Energy>
<Energy Typel="Medium" Typel="Osteocyte">10.0</Energy>
<Energy Typel="Medium" Typel2="Matrix">10.0</Energy>
<Energy Typel="Medium" Typel2="CFUGM">10.0</Energy>
<Energy Typel="Medium" Type2="0CP">10.0</Energy>
<Energy Typel="Medium" Typel2="Osteoclast">10.0</Energy>

Figura 9: Forgas intermoleculares no esferéide de tecido 6sseo.

Por tltimo, no arquivo XML também estd presente a secrecdo e decaimento das
citocinas e enzimas, ou seja, qual tipo celular secreta o composto e onde elas irdo atuar
e, consequentemente, decair de valor (Figura 10).
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<DiffusionField Name="RUNXZ">

<DiffusionData>
<FieldNams>RUNX2</FisldNams>
<InitialConcentrationExpression>0.0</InitialConcentrationExpression>
<GlokbalDiffusionConstant>0.2</GlokbalDiffusionConstant>
<GlobalDecayConstant>0.001</GlobalDecayConstant>
<DecayCoefficient CellType="Osteoblast">0.002</DecayCoefficient>
<DiffusionCoefficient CellType="Mesenchymal">0.0</DiffusionCoefficient>

</DiffusionData>

<SecretionData>
<Secretion Type="Mesenchymal">0.27</Secretion>

</SecretionData>

<BoundaryConditions>
<Plane Axis="¥">

<Periodic/>
</Plans>
<Plane Axis="Y">
<Periodic/>

</Plane>

</BoundaryConditions>

</DiffusionField>

Figura 10: Codigo para definir a secregéo de citocinas

Conforme dito na introducdo, a diferenciagdo ¢ induzida na célula a partir da
concentragdo de enzimas e citocinas, onde a célula multipotente Mesenquimal se
transforma em Osteoblasto, o qual se diferencia em Osteocito, e as células CFU-GM se
transformam em OCP, que se tornam Osteoclastos no final. As fun¢des do codigo do
segundo programa estdo discretizadas a seguir:

2.1.2.1. Constraint Initializer Steppable

E a primeira fungdo do programa. Ela apenas define o volume de cada célula individual
do programa em uma fungdo Start, que sera executada apenas uma vez durante todo o
codigo.

2.1.2.2. Motility Steppable

E a mesma funcdo do codigo 1. Ela ajudara os dois esferoides a se locomoverem até
formar apenas um esferoide, considerando também as forcas intercelulares definidas no
arquivo XML.

2.1.2.3. Differentiation Steppable

Ea funcdo que diferencia uma célula a outra, transformando MSCs em Osteoblastos,
Osteoblastos em Ostedcitos, Hematopoiéticas em Osteoprogenitoras e as ultimas em
Osteoclastos (Figura 11). Cada transformagdo celular ocorre devido a secre¢do de um
fator bioldgico de diferenciagdo, representado na figura abaixo:

Osteoblasto g Osteocito

g Osteoclasto
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Figura 11: Processo de diferenciacédo das células-tronco mesenquimais e células
progenitoras.

Para diferenciagdo celular, o codigo deve pegar a concentracdo da enzima ou citocina
dentro do invélucro da célula e, caso vocé tenha uma concentragdo maior que o valor de
diferenciagdo, a célula do tipo X se transformara na célula do tipo Y. Os valores de
concentracdo foram retirados a partir de testes com diferentes valores, tendo como meta
chegar nas proporg¢des celulares do tecido 6sseo mostradas da Tabela 1.

Uma parte do codigo deste steppable ¢ mostrado na Figura 12, a qual demonstra a
diferenciagdo entre Osteoblastos e Ostedcitos, induzida pela concentracdo da Fosfatase
Alcalina:
4 self.scalarField2=CompuCell.getConcentrationField(self.simulator, "PhosphZlka")
field2=CompuCell.getConcentrationField (self.simulator,"Ph ka™)

pt2=CompuCell.Point3D()
list = []

for cell in self.celllist:
pt2.x=int(cell.xCOM
pt2.y=int(cell.yCOM
pt2.z=int (cell.zCOM)
concentrationAtCcoM2=field2.get (pt2)
list.append (concentrationAtCoM2)

if cell.type == 2:

# Concentracao de Fosfatase Alcalina induz diferenciacao para tipo 3
if concentrationZtCOM2 >= €.5 and random.random()<0.%4:
cell.type = 3

Figura 12: Cédigo para definir a concentracdo de citocinas e mudanca de tipo
celular.

2.1.2.4. Plot Graphic Steppable

E o passo em que os graficos auxiliares da simulagdo sdo plotados. Eles ajudam a
enxergar se a simulacdo se aproxima ao esperado em laboratorio, a quantidade de
enzimas e citocinas presentes no meio, a por¢do de cada célula no esferdide, entre
outros. E também a classe que permite extrair analises quantitativas fundamentais para
examinar a interrelagdo dos fatores bioquimicos e a relacdo destes com as células
geradas no modelo.

3. Resultados

Em vista de tudo dito acima, no primeiro programa as células estdo presentes em uma
rede solta que gradualmente se agrega a um Unico esferdide. Durante o processo, nao ha
o crescimento celular em tamanho, mas as células se unem devido a forga molecular
existente entre elas e se tornam uma estrutura compactada (25). Ao final dele, havera
apenas um esferdide contendo os dois tipos celulares (Figura 13). Esse processo pode
ser comparado ao obtido em experimento de laboratério encontrado na bibliografia,
assim como mostra a Figura 14.
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Figura 14: Processo de agregacédo celular obtida em laboratério. Fonte: Bartosh, T.J,
2010 (25).

J& como resultados no codigo 2, temos o desenvolvimento de um Unico esferoide gerado
a partir da unido de 2 esferdides do Codigo 1. Para a diferenciagdo, ha uma proporgao
entre as quantidades de cada célula presente no esferdide retirado da literatura,
conforme a Tabela 1. Essas propor¢des foram consideradas para definir o valor das
constantes de difusdo e decaimento dos fatores sinalizadores de modo a atingir um valor
préximo ao da proporcao ideal, ou seja, o nimero de células de cada tipo presentes no
esferoide tende a proporcionalidade prevista na literatura. As imagens da simulag@o sao
mostradas a seguir:
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a) Inicio da simulagdo com dois esferdides formados b) Inicio da fusdo dos esferdides e diferenciagdo
por células Mesenquimais (azul) e CFU-GM celular. Em destaque: Ostedcitos (vermelho),
(vermelho escuro) Osteoblastos (Verde).

¢) Continuagdo do processo de fusdo de esferdides e d) Esferoide formado apos 13000 MCS.
diferenciag@o. Percebe-se a maior presenca de Concentragdo aproximada de 93% de Osteocito,
Ostedcitos (vermelho), assim como a literatura preve. 39 de Osteoblasto, 1% de Mesenquimal, 0.5% de
CFU-GM, 0.5% de OCP, 1% de Osteoclasto.

Figura 15: Etapas da simulacdo de diferenciacéo

Além disso, o programa permite algumas analises da interferéncia da concentragdo de
certas células com as taxas de decaimento das citocinas e enzimas, podendo gerar
graficos que nos permitem analisar tais valores.

Cells Concentration Biomarker Concentration

2000 4000 0 10000 12000 0 2000 2000 10000 12000

M eCarlo CS
Figura 16: gréaficos gerados pelo Compucell3D. A esquerda, ha a representacgéo da
concentracao celular em funcdo do nimero de Monte Carlo Steps. A direita, € mostrado
a concentracao de citocinas e enzima (Runx2) em funcao do nimero de Monte Carlo
Steps.
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4. Conclusao

A regeneracdo Ossea pode ser insuficiente em alguns casos de lesdes ou doengas,
portanto faz-se necessario a utilizagdo de métodos artificiais de reconstru¢ao. Dado isso,
a Engenharia de Tecidos pode ter um importante papel na reestruturacdo Ossea e
restabelecimento de suas func¢des corporais. Para prever o crescimento do tecido 6sseo
nessa abordagem, hd simulagdes computacionais simplificadas para descrever o
comportamento e as interagdes a nivel celular in silico. Assim, € possivel observar o
desenvolvimento do tecido pois o c6digo possui os atributos necessarios para se mover,
diferenciar e secretar e reagir a fatores bioquimicos.

Portanto, apds a confeccao do programa e até o presente momento, foi observado que as
células possuem a capacidade de se agregar, formando um esferdide. In vitro, as células
suspensas no meio de cultura também possuem o mesmo comportamento, assumindo
uma formagao tridimensional. Além disso, elas possuem a capacidade de se diferenciar
a partir da concentracao de certos biomarcadores que sinalizam esse processo, formando
um unico esferdide com células-tronco Mesenquimais, Osteoblastos, Ostedcitos, CFU-
GM, OCPs e Osteoclastos.

Esse modelo pode auxiliar quali- e quantitativamente nos estudos da Engenharia de
Tecidos, pois prevé o comportamento celular em um ambiente scaffold-free, voltado
para o processo de reconstituigdo Ossea. Em uma outra linha de pesquisa, ha a
possibilidade de analisar a influéncia na mudanca desses valores na constru¢ao do
esferoide de tecido 6sseo, variando a concentragdo de uma célula.
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