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Resumo. Este trabalho propde o desenvolvimento de um modelo virtual preditivo para os processos da biofabricagéo e
bioimpressao, por meio da integracdo das areas biologica, exata e computacional. O uso de biomodelos preditivos na
bioimpressdo aumentardo a compreensdo dos sistemas vivos, relacionando o comportamento basico das moléculas a
complexas interagdes biomecanicas existentes nos tecidos e 6rgéos. Esses conhecimentos integrados tém o potencial de
padronizar procedimentos, transformando a biofabricacdo em um processo reprodutivel e escalavel. Como parte deste
objetivo, estuda-se a modelagem e funcionamento da osteogénese - formacéo de matriz éssea - por meio de simulacbes
computacionais que envolvem as principais biomoléculas estimuladoras do processo.
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1. INTRODUCAO

A integracdo de processos fisicos, quimicos, bioldgicos e de engenharia com a finalidade de controlar e
direcionar o comportamento de células é chamada de engenharia tecidual. Ela, unida a medicina regenerativa, deram
origem a biofabricacdo - o desenvolvimento de produtos bioldgicos a partir de materiais vivos e seus produtos (Groll et
al., 2016). Uma das estratégias utilizadas na biofabricacdo é a bioimpressdo - a utilizacdo de técnicas de manufatura
aditiva que utiliza materiais biolégicos como matéria prima. As aplicagbes da bioimpressdo véo desde a utilizacdo de
microtecidos impressas em testes de farmacos e cosméticos até, futuramente, o transplante de tecidos e 6rgaos impressos.
O aumento da expectativa de vida da populacéo e o crescimento da quantidade de ocorréncias de doengas 6sseas tornam
cada vez mais necessarios os estudos de métodos de prevencdo e reconstrucfes Gsseas. A biofabricacdo vem como
alternativa promissora as estratégias atuais que utilizam enxertos, ao envolver biomateriais, células e biomarcadores nos
processos de reparo e formacdo da matriz 6ssea (Dernowsek et al., 2017; Mattioli-Belmonte et. al., 2017). A bioimpresséo
faz-se interessante devido a sua capacidade de acurdcia, automacdo, reprodutibilidade e customizacdo das estruturas
biofabricadas. Vale lembrar, porém, que o maior desafio atualmente é dominar as interag6es a nivel molecular, celular e
tecidual que levam aos comportamentos bioldgicos observados nos sistemas vivos, para posteriormente focar na
reprodutibilidade de um 6rgao completo.
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Figura 1 - Biofabricacdo (adaptado de Dernowsek et al., 2017a)

Este trabalho prop@e a criacdo de modelos in silico dos processos da biofabricacdo abordando a modelagem e
a simulagcdo computacional, a fim de possuir um controle maior dos agentes envolvidos, como por exemplo, tipos
celulares, proteinas e fatores de transcrigdo (Dernowsek et al., 2017c). Ao possibilitar o dominio de tais parametros, torna-
se viavel o estudo das influéncias dos mesmos em cada parte do processo biolégico. Especificamente, sera apresentada
uma simulagéo do processo de osteogénese que podera ser utilizada como modelo preditivo, por exemplo, como modelo
de producdo de tecido 6sseo a fim de restaurar estruturas e fun¢des danificadas por traumas na area da biofabricacéo.

2. OSTEOGENESE

A diferenciagdo é o processo em que células especializam-se para que possam realizar uma fungéo especifica
(Bianco et al., 2001). Isso acarreta ndo somente uma mudanca funcional, como também estrutural para a célula. O cédigo
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genético continua 0 mesmo, com a diferenca de que determinados grupos de genes serdo inibidos ou ativados a fim de
definir a nova funcdo da célula. A osteogénese €, entdo, uma cadeia de diferenciacfes onde o produto é a formacéo da
matriz éssea.

Uma das estratégias aplicadas na biofabricacéo € a utilizacdo de esferoides teciduais como unidade basica dos
processos bioldgicos com o intuito de melhor explorar o nicho tridimensional (3D) do ambiente celular, diferentemente
das culturas bidimensional (2D). O uso de estruturas tridimensionais possibilita maior capacidade de diferenciacdo
celular, melhor exploragdo dos gradientes de difusdo de nutrientes e de oxigénio, melhores interagdes entre as células e
um maior dimensionamento da deposicdo da matriz 6ssea. 1sso porque a disposicdo das células em esferoides, mimetiza
fielmente o microambiente in vivo (Yamaguchi, 2014).

MSCs RUNX 2

\  OstEOBLAST
0STEOCYTE

BONE
MATRIX

Figura 2 - Representa¢do dos componentes celulares, organicos e minerais presentes nas diferentes etapas da
osteogénese

Na fase de diferenciacdo celular da osteogénese, diversas vias de sinalizagcdo sdo controladas por RNAs
mensageiros e microRNAS junto a outros processos regulatdrios, 0s quais ativam cascatas génicas incitando a expressdo
de fatores de transcricdo, como por exemplo 0 RUNX2 (Dernowsek et al., 2017b). O controle transcriptional da
proliferacdo, do crescimento e da diferenciacdo de células tronco mesenquimais em células dsseas maduras é feito
principalmente pelo RUNX2 ao regular a expressdo de varios genes envolvidos na osteogénese; neste projeto foram
escolhidos dois deles para serem implementados - a fosfatase alcalina e a osteocalcina. Outros foram suprimidos somente
por questdes de poder computacional, ja que a l6gica por tréas da difusédo e acdo dos mesmos é semelhante. Essas proteinas
s80 expressas em momentos especificos, servindo entdo como pardmetros importantes para o estudo das simulagdes. Esse
fendmeno bioldgico se da pela diferenciagdo das células mesenquimais iniciais em células osteoprogenitoras, como por
exemplo os osteoblastos, ostedides e as proteinas ativadoras ja citadas. Os osteoblastos sdo diferenciados em ostedcitos e
a interacdo entre essas células é a responséavel pela produgdo de matriz ostedide através da mineralizacdo envolvendo
célcio e fosfato. O resultado mineral da diferenciacéo é a formacéo de hidroxiapatita mineral, que, posteriormente, dara
forma a matriz dssea rigida.

3. ESTRATEGIAS IN SILICO

Em contraposicéo a experimentos de bancada, modelos computacionais consomem menos tempo para serem
desenvolvidos, ndo apresentam custos de equipamento, reagentes ou material biolgico; e principalmente, podem ter seus
pardmetros alterados com maior facilidade (Swat et al., 2012). Ou seja, sdo importantes ferramentas para otimizar os
processos iniciais da biofabricacdo, ao proporcionar um refinamento de pardmetros antes da execucéo in vitro e in vivo.
Fica evidente que as simulagdes propostas tém alto nivel de simplificacdo em relacdo aos fendmenos bioldgicos, porém
conforme as tecnologias avangcam, os modelos também passam a abranger um maior nivel de complexidade, tornando-se
cada vez mais completos. Contudo, para progressos futuros, sera necessario o aprimoramento dos estudos de sistemas
bioldgicos como um todo, incluindo a compreensdo minuciosa do funcionamento das células, tecidos e 6rgédos e sua
modelagem como sistemas complexos.

3.1 Compucell3D
Compucell 3D é um software de simula¢des biol6gicas que objetiva representar as caracteristicas de células vivas

por meio de pardmetros de modelos matematicos a fim de mimetizar comportamentos observados em fendmenos
bioldgicos. Para isso, o software utiliza 0 método de modelagem Glazier-Graner-Hogeweg (GGH), que evolui uma rede
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de células (ambiente de simulacdo) por meio de tentativas de troca de pixels, promovendo um formalismo matematico
que mapeia 0s comportamentos e interacfes celulares tendo apenas um conjunto relativamente pequeno de parametros
(Swat et al., 2012). O algoritmo faz uma c6pia de cada pixel por vez e o sobrepde a um vizinho escolhido aleatoriamente.
Se a nova configuragdo da rede diminuir a energia total do sistema, a troca realizada é mantida. Caso contrario, calcula-
se uma probabilidade de a troca acontecer apesar disso, para dar uma chance as mudangas ocasionais, que apesar de nao
diminuirem a energia na configuracdo atual, podem em iteragfes futuras formar uma configuragdo mais favoravel ao
sistema, ou seja, evita minimos locais. Essa energia é calculada envolvendo a maioria dos parametros que podem ser
configurados em uma célula no software. A unidade de tempo fundamental do CompuCell3D é definida como N tentativas
de copia de pixel, sendo N o nimero de pixels da rede simulada. Para configurar uma célula, utiliza-se como base um
objeto genérico “CellG” que, além de seu numero de identificagdo, possui uma lista de atributos passiveis de
caracterizagdo, como por exemplo, tipo, area, volume e estado. E baseando-se nessa ideia que os processos bioldgicos
sdo modelados de forma légica e simulados computacionalmente a fim de predizer como cada agente ira relacionar-se
com os outras até o obtencdo da estrutura desejada.

3.2 Implementagéo

Baseando-se na literatura, a osteogénese foi discretizada em trés etapas principais: a proliferacdo, a diferenciacdo
e a formagdo da matriz 6ssea em si. O cenério inicial sdo dois esferoides com raio aproximado de 100um compostos por
uma média de 300 células mesenquimais cada. Na primeira etapa, as células apresentam-se em cell sorting e parte delas
proliferam-se, aumentando em tamanho. Concomitantemente, as biomoléculas que estdo no meio de cultura passam por
difusdo, sendo absorvidos pelas células dos esferoides. Em um primeiro momento, 0 meio contém apenas RUNX2. A
difusdo dos quimicos é realizada por um solver implementado no programa onde 0s principais parametros a serem
controlados sdo as constantes de difusdo e de decaimento do quimico em relagdo a cada tipo celular envolvido, seguindo
aEqg. (1).
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at
onde c é a concentragdo do quimico, D sua constante de difusdo e k o decaimento de c. A diferenca de comportamento
entre cada campo é entdo determinada pela relagdo entre tais parametros. Neste projeto foram criadas diferentes
simulacbes em que, para cada uma, 0s parametros recebiam valores diferentes até que 0 comportamento convergisse para
o0 modelo real esperado; os valores do modelo final, assim como os comportamentos implementados, encontram-se
comentados no repositério disponibilizado no link “github.com/mariaboker/CompuCell3D”, sendo possivel reproduzi-
los e fazer adaptacGes para outras aplicagdes.

Figura 3 - (a) Cenario inicial da simulacdo; (b) Esferoides apds a etapa de proliferagdo celular.

O objetivo das aproximacBes e modelagens utilizadas é representar, a medida do possivel, os processos
biologicos em termos de processos ldgicos de modo a serem descritos em linguagens de programacdo e simulados em
ferramentas computacionais ja citadas. A seguir € mostrado um fluxograma - recurso muito utilizado para representar a
ldgica de programas computacionais - do desencadeamento de uma diferenciagdo genérica a partir de um quimico. De
fato, o script criado neste trabalho é composto pela combinagao de varios destes fluxogramas, cada um responsavel por
um quimico envolvido na osteogénese.
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Figura 4 - Fluxograma de diferenciacdo desencadeada por contato com biomoléculas; Blocos ovais representam o
contexto inicial, os em forma de retangulo cisalhado representam um estimulo externo, os retangulares retratam uma
acao e os losangos uma decisdo que o sistema tem de tomar.

Jld

[Biomolécula X] >= ¥? Sim—p=| Diferenciacdo 1

Como apresentado no diagrama, a diferenciacdo baseia-se principalmente na deciséo a partir da concentracéo da
biomolécula absorvida pelas células. Se a concentracdo na célula em um determinado momento atinge um limite inferior
definido (no caso, Y) para a biomolécula em questdo (no caso, a biomolécula arbitraria X), as células terdo mudancas de
comportamentos desencadeadas, caracterizando a mudanca de tipo celular. Caso contrério, o sistema continua calculando
a absorcdo da mesma. Esse processamento foi implementado para 0 RUNX2, a Fosfatase Alcalina e a Osteocalcina -
biomarcadores importantes no processo de osteogénese, de modo a adequar a simulagcdo a capacidade computacional
viavel.

4. RESULTADOS

Alguns pardmetros biomecanicos foram identificados como estimulos chave na adaptacdo de tecidos musculo-
esqueléticos as suas funcbes: sejam eles fisicos - como geometria, tamanho ou formato, ou biomoleculares - como genes,
microRNAS, proteinas ou fatores de transcri¢do. Esses pardmetros foram entdo escolhidos para compor as caracteristicas
que formam o comportamento final da simulacdo, deixando o conjunto amostral final de pard@metros bem mais especifico.
Os processos exatos que desencadeiam a osteogénese, assim como a maioria dos fenémenos biolégicos, ainda ndo séo
totalmente mapeados, este trabalho, entdo, utiliza alguns dos principais descritos na literatura. Tendo isto em vista, as
simulagbes computacionais foram utilizadas justamente para poder variar de modo mais rapido e abrangente as
caracteristicas e quantidades destes parametros a fim de selecionar os melhores comportamentos observados.
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Figura 5 - Evolucdo temporal dos perfis celulares e biomoleculares na osteogénese implementada.
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Iniciando com o modelo descrito na secdo de implementacdo, os coeficientes que guiam o comportamento do
RUNX2, Fosfatase Alcalina e da Osteocalcina foram submetidos aos processos modelados, como por exemplo mitose,
diferenciagdo, difusdo e morte celular, com seus valores sendo variados. Assim também ocorreu para os parametros das
células mesenquimais, osteoblasticas, ostedcitas e da matriz éssea no que se refere a interagfes intracelulares e
intercelulares, como energia de contato, alongamento e elasticidade. O estudo de tais pardmetros resultou na formacédo da
matriz 6ssea representada temporalmente na Fig. 5.

O refinamento das concentracdes e parametros de difusdo das moléculas proporciona a geracdo da matriz éssea
esperada para diferentes aplicacdes. Esses valores sdo definidos experimentalmente por meio de iteragdo computacionais
visando aos comportamentos analogos aos da literatura em cada fase da osteogénese. Assim, podemos modelar estruturas
de tecido 0sseo e realizar estudos das respostas biomecéanicas conforme as entradas escolhidas. Obtemos, entdo, um
modelo de tecido virtual para inferéncias de possiveis comportamentos antes mesmo de realizar os experimentos in vitro
de biofabricacéo.

Figura 6 - Representa¢do 3D da matriz dssea porosa
5. CONCLUSAO

Este trabalho teve o foco na abordagem computacional utilizando o método Monte Carlo em que conseguiu-se
replicar comportamentos biol6gicos complexos em um ambiente de simulagdo. O modelo preditivo desenvolvido, visa a
melhoria da primeira etapa da bioimpressdo cuja abordagem é a utilizacdo de um blueprint para a etapa de processamento.
Esse intuito é facilitar o desenvolvimento do tecido utilizando um blueprint mais eficiente. Assim, a utilizacdo de
modelagem e simulacdo computacional na biofabricacdo de tecidos traz um potencial tecnoldgico inovador para a
bioimpresséo futura de érgéos.
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