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RESUMO: A4s doengas degenerativas causam dor e perda de funcionalidade nas articulagoes. A

engenharia de tecidos tem mostrado ser uma solugdo ideal para este tratamento, especialmente
quando a degeneragdo severa ocorre. Nesta técnica de cultura é essencial controlar a troca e a

quantidade adequada de nutrientes para células semeadas num hidrogel. Os modelos

numéricos podem orientar estas experiéncias, ajudando a produzir materiais com propriedades
biomecdnicas otimizadas. Este trabalho visa apresentar um novo modelo de elementos finitos

que permite analisar o transporte de solutos, a prolifera¢do de condrocitos e a produgdo de

matriz extracelular no interior da constru¢cdo que ocorre em engenharia de tecidos da

cartilagem articular.

1 INTRODUCAO

Em engenharia de tecidos, o controlo do
processo de cultura celular ¢ crucial no
desenvolvimento de  tecidos com
propriedades mecanicas homogéneas para a
substituicdo de tecidos ou  drgdos
danificados.

Uma das principais dificuldades dos
trabalhos experimentais ¢ garantir a troca
adequada da quantidade de nutrientes, como
oxigénio e glicose, para todas as células
semeadas no hidrogel, assim como
preservar uma condicdo de cultivo
otimizada e fornecer estimulacdo fisica
através do uso de biorreatores [1].

A modelacdo matematica e a simulacio
computacional podem fornecer informagdoes
importantes sobre o processo de cultura,
permitindo a selecdo de condigdes de
cultura que melhorem a qualidade dos
tecidos desenvolvidos [2].

Este trabalno apresenta um modelo
computacional capaz de fornecer uma visao
significativa do processo de cultura celular

de hidrogéis semeados com condroécitos no
interior de um biorreactor.

2 METODOLOGIA

2.1 MODELO DE ELEMENTOS FINITOS
Neste estudo um modelo matematico,
baseado numa ferramenta computacional
propria (V-Biomech) [3], foi desenvolvido
para simular o crescimento de condrécitos e
a producdo de matriz extracelular numa
constru¢do porosa tridimensional. Este
modelo 3D de elementos finitos ¢
constituido por uma formulacdo de difusdo
e uma formulacdo mecanica totalmente
acopladas, relacionando um modelo de
neo-Hookean incompressivel e equacdes
constitutivas que descrevem transporte € a
absor¢do de nutrientes, bem como o
crescimento da matriz extracelular no
interior da construgdo. O transporte destes
nutrientes ¢ regulado pela equagdo
reacdo-difusdo da lei de Fick:
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onde C' e D' é a concentracdo e o tensor
difusividade do
respetivamente. u, ¢ o tensor velocidade

metabolito i,

de fluido e ¢ ¢ o termo de absor¢do de
nutrientes, calculado através da cinética de
Michaelis-Menten [2, 4]:

i i
i max

B ————— . 2
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A regulagdo do pH ¢ linearmente
dependente da concentracdo de lactato, que
¢ dada pela seguinte equacado:

pH=7,4-aC" 3)

em que a=40600000 .

O crescimento celular no interior do
hidrogel depende da migragdo das células
por difusdo, da proliferagdo (R, ) € da sua

morte (R, ), € segue a seguinte equagao:

6locell — D azpcel
ot “ o
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onde p., ¢ a densidade de condrécitos e
D, ¢ o tensor difusividade das células no
meio de cultura. A proliferagdo das células
(R, ) segue uma abordagem modificada
da equacdo de Monod-Contois [5, 6] e, esta
associada ao efeito benéfico da tensdo de

corte (7), gerada pelo fluxo de fluido no
interior da construgdo. Esta influéncia pode

ser descrita pela fungdo modular, g(|r|),
dada por:
7 [00.[P,

|1€[0,1,0,6]Pa,
#(14)=) 2500000 (0000001 ) ldelos1]Pa, ©
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O fluxo de fluido deriva da lei de Darcy e é
calculado através da seguinte equagao:

ou
T=-K V 6
o 2P (6)

K, ¢ o tensor permeabilidade ¢ Vp o

gradiente de pressdo. Seguindo a relagdo de
Carman-Kozeny, a permeabilidade do
material ¢ afetada pela varia¢do da fragdo

volumica de fluido (7, ), dada por:

K -K n,’
=K, m @)

f
Com o aumento da biomassa no hidrogel a
permeabilidade  atual  vai  diminuir
relativamente a permeabilidade inicial

(K, ). Para caracterizar este crescimento, a

fragdo volumica de fluido vai depender das
respetivas fragdes volimicas de material ao
longo do tempo, como: a degradacdo do
proprio  hidrogel (7, ), as células

(7,4, ) 0S glicosaminoglicanos (ng,; ) €

colagénio (n ). O crescimento de

colagénio
GAGs e colagénio segue a abordagem de
[5].

A alteragdo da fracdo volumica de fluido
[7] na construgdo vai também afetar a
difusividade do metabolito ao longo do
tempo. Esta variacdo ¢ governada pela
equacdo Mackie-Meares, dada por:

i ny : i
D = 2 ] Dmedium (8)
— nf

2.2 PROPRIEDADES DO MATERIAL

Neste estudo, um quarto de um disco de
hidrogel do tipo agarose 3% w/w com 8§
mm de didmetro e 5 mm de espessura foi
modelado como material bifasico usando

uma malha de 750 elementos hexaédricos
de 27-n6s. O hidrogel foi definido por um
fluido incompressivel e uma matriz sélida
elastica compressivel, com um moédulo de
corte de 0,00604 MPa e wuma
permeabilidade inicial de 5,0 mm*N-s!. O
modelo 3D de elementos finitos foi
inicialmente  definido como estando
submerso num meio de cultura do tipo
DMEM (5% CO; e 37°C) e, as superficies
de topo e lateral estando em contacto com o
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fluido, permitindo o transporte de nutrientes
do meio para o interior do hidrogel. A
superficie  inferior do  disco esta
verticalmente constrangida e a construgéo ¢é
simétrica ao longo do centro do disco. A
densidade inicial de condrocitos foi de
60 000 cell/mm?, considerando que estdo
embebidos e distribuidos na matriz do
hidrogel de forma homogénea. As
superficies da construgdo em contacto com
o meio de cultura apresentam uma
concentragdo de fronteira de 2,05x10°'°
mol/mm?, 2,20x10® mol/mm? e 2,30x10”
mol/mm?3, para o oxigénio, glucose e
lactato, respetivamente. As concentragdes
iniciais de oxigénio, glucose e lactato no
interior do hidrogel foram de 2,05x107°
mol/mm?, 5,10x10° mol/mm? e 1,20x107
mol/mm?, respetivamente. O valor de pH
inicial foi de 7,4 e os coeficientes de
difusividade dos constituintes, entre outros
parametros de transporte, estdo definidos na
Tab. 1.

Tab. 1 Parametros de material.

Parametro Valor Unidades
ox -3 2
Dmm 2,10x10 mm?/s
gli -3 2
Dmm 1,00x10 mm?/s
lact -3 2
Dmm 1,40x10 mm?/s
D 1,70x10°8 mm?s
cel
K :f 6,00x10712 mol/mm?
Kﬁ” 3,50x10°° mol/mm?
ox -18 .
Voo 1,18x10 mol/(cell-s)
&l 1,70x10""7 mol/(cell's)

max

Neste estudo, duas simulacdes foram
implementadas: (i) simulagdo do ambiente
em biorreator de uma cultura em estado
estacionario ao longo de 14 dias; (i)
simulagdo de uma cultura em biorreator
com carregamento dindmico de 10% de
deformacdo compressiva a uma frequéncia
de 1Hz, durante 1 hora. A influéncia da
porosidade do hidrogel foi estudada
definindo diferentes valores de porosidade
inicial: 0,7, 0,75, 0,80, 0,85, 0,90 ¢ 0,95. A
influéncia da tens@o de corte na cinética das

células foi analisada para o caso em que a
porosidade ¢ 0,8 e¢ a densidade celular
inicial de 60 000 cell/mm®. A evoluc¢do no
interior da construcdo das concentracoes
dos diferentes nutrientes e constituintes da
matriz, bem como as propriedades
mecanicas foi analisada.

3  RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foi desenvolvido um modelo
computacional para a simulagdo do
crescimento da matriz extracelular numa
construgdo 3D porosa de agarose semeada
com condrécitos e cultivada num
biorreactor. Numa primeira analise foi
estudada a evolugdo espacial e temporal das
concentracdes locais médias de oxigénio,
glicose e lactato, e a densidade de células
no interior da construgdo (Fig.1). No final
de duas semanas, verificou-se que a
diminui¢ao das concentragdes de oxigénio ¢
glicose, no interior da construgdo, sdo
proporcionais ao consumo dos condrécitos
(Fig.1 (a) e (b)). Na periferia ¢ visivel uma
maior concentragdo de oxigénio e glicose
do que no interior da construgdo. Como a
concentragdo no meio (constantemente
atualizada) ¢ superior a concentragdo do
interior da construgdo (consumida pelas
células), o oxigénio e a glicose tendem a
difundir do meio para o interior do material,
até que atinjam um estado de equilibrio.
Consequentemente, a concentragdo de
células vai ser maior, pois hd maior
quantidade de nutrientes, ¢ neste caso, na
periferia (Fig.l1 (d)). Relativamente ao
lactato, este ¢ produzido pelas células e
depende da concentragdo de oxigénio e
glicose disponivel no interior da construgao.
A quantidade de lactato, que inicialmente ¢é
nula no interior do hidrogel, aumenta ao
longo do tempo, com o aumento da
proliferacdo celular, tornando o interior do
material mais acido. Uma vez que a
concentracdo de lactato no interior ¢
superior, este metabolito tende a difundir do
inteiror para o meio, verificando-se o
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gradiente da concentragdo inverso (Fig.l

(c)).

Oxigénio [mol/mmd]

2.03e-10
I 1.8223e-10
— 1.5945e-10
- 1.366582-10
- 1,13%e-10
-9,1127e-11
- 5,8353e-11
4,5578e-11
2.2804e-11

2.947%e-14 nﬂ I]

Glicose [mol/mm3]

2.2e-08
I 2.0865e-03
— 1.9729e-08
- 1.8504e-02
- 1.7450e-02
- 1.6324e-02
- 1.5188=-08
1.4053s-02
1.2918=-02

1.1782e-02 Bﬂ I]

Lactato [mol/mm?3]

1.6798=-02
I 1.5187e-02
— 1.3576e-08
- 1,19652-02

- 1.0335e-02

- 8.74326e-09

- 7.1327e-00
5.5218e-09
2.910%e-09

2.3e-09 nﬂ I]

Dens. Cél. [cel/mm?3]

81576
I 79178
= 76781

- 74284
- 71087
- 509529
- 57192
54795
52397

0000
S

(d)

Fig. 1 Gradientes da concentragdo local de (a)
oxigénio, (b) glicose, (c) lactato e (d) densidade
celular no interior da amostra de tecido no final da
simulagdo (t=14 dias).

Para analisar a influéncia da porosidade na
evolucdo da construcdo, uma simulacdo da
cultura em estado estacionario, definindo

diferentes porosidades (0,7, 0,75, 0,80,
0,85, 0,90 e 0,95) para o hidrogel, foi
estudada por um periodo de cultura de 14
dias. Os resultados desta andlise matematica
revelam que a porosidade influencia a
difusividade dos nutrientes, seguindo em
concorddncia com a relacdo de
Mackie-Mears. A densidade de condrocitos
para diferentes porosidades da construgdo,
calculada ao longo do tempo, ¢ apresentada
na Fig.2.
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70000
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64000

Média de Células [cells/mm?]

62000

< 60000 *
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—0.95 ——0.9 0.85 ----- 0.8 —--0.75 0.7

Fig. 2 Evolugdo da densidade média de condrécitos
no interior do hidrogel com diferentes porosidades.
Tempo de cultura de 14 dias

Verifica-se que a proliferagdo de células é
maior nos casos de maior porosidade
(n~=0,95), onde a difusdo ¢ facilitada,
permitindo uma maior quantidade de
nutrientes disponivel para as células. Com a
acumulacdo de lactato no interior da
estrutura porosa, o pH tende a diminuir ao

longo do tempo (Fig.3).

0 2 4 6 8 10 12 14 16

—0.95 ——0.9 0.85 ====- 08 - - 0.75 0.7

Fig. 3 Evolugdo do pH médio no interior do hidrogel
com diferentes porosidades. Tempo de cultura de 14
dias.

Com uma menor porosidade (n=0,7), a
difusdo de lactacto do interior para o
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exterior do hidrogel torna-se mais
dificultada, resultando num meio mais
acido, ou seja, com um valor de pH menor.
A Fig.4 ¢ a Fig.5 apresentam a evolugdo da
quantidade de glicosaminoglicanos (GAGs)
e colagénio, respetivamente, no interior do
hidrogel. Verifica-se que a influéncia da
porosidade so6 comeca a ser visivel proximo
do 14° dia de simulagdo, onde a
concentragdo total de GAGs ¢ de
aproximadamente 3.5 % (p/p). Este
resultado pode estar associado a baixa
difusividade dos GAGs no meio e aos
parametros de crescimento baseados em [5].
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—0.95 ——0.9 0.85 ====- 08 —=- =075 0.7

Fig. 4 Evolugdo da concentragao média de GAGs no
interior do hidrogel com diferentes porosidades.
Tempo de cultura de 14 dias.

O mesmo ndo se verifica com a quantidade
de colagénio presente na construgdo, em
que apés o tempo de simulagdo, a
concentragdo variou com a porosidade
inicialmente definida.
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Fig. 5 Evolugdo da concentragdo média de colagénio
no interior do hidrogel com diferentes porosidades.
Tempo de cultura de 14 dias.

No entanto, esta variacdo esta relacionada
apenas com o aumento do numero de

células no interior do hidrogel, uma vez que
o colagénio ndo apresenta propriedades de
difusdo no meio de cultura devido a sua
estrutura.

Analisando a evolugdo da permeabilidade
do tecido ao longo do tempo de cultura
(Fig.6), verifica-se que um aumento na
densidade de células leva a uma diminui¢ao
da fraccdo volimica de fluido e,
consequentemente, a uma maior diminui¢ao
da permeabilidade. Como a proliferagdo de
células & superior para a construgdo com
maior porosidade (7=0,95), a diminui¢do
da permeabilidade vai ser mais acentuada.
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——095 ——0.9 0.85 === 08 —- - 075 07
Fig.6 Evolugdo da permeabilidade média do hidrogel

com diferentes porosidades. Tempo de cultura de 14
dias.

Com aumento da matriz extracelular, a
fragdo volumica de fluido diminui e a
rigidez do material hiperelastico vai
aumentar, ou seja, o moédulo de corte vai
tender para valores superiores ao
inicialmente  definido  (0.00604 MPa)

(Fig.7).
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0.00904
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Médulo de Corte Médio [MPa]
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—095 ——0.9 0.85 ----- 08 —--10.75 0.7

Fig.7 Evolugdo do médulo de corte médio do
hidrogel com diferentes porosidades. Tempo de
cultura de 14 dias.
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No entanto, se a baixa porosidade pode
estar associada ao atraso na proliferacdo
celular devido a falta de nutrientes. Por
outro lado, se os niveis da concentracdo de
solutos forem elevados no interior da
constru¢do, o material implantavel pode
apresentar uma elevada permeabilidade e
propriedades biomecanicas diferentes do
tecido nativo.

Comparando o caso de cultura estacionaria
com o caso de cultura sob estimulo
mecanico (Fig.8), verifica-se que a
estimulacdo mecanica (10% de deformagao
a 1Hz durante 1 hora) teve uma influéncia
positiva sobre proliferacdo celular. Apesar
dos valores médios de tensdo de corte no
interior da construgdo porosa variarem entre
10 e 107" MPa, que se traduz num menor
fator de proliferacdo, este aumento deve-se
sobretudo a entrada de nutrientes no interior
da construgdo, favorecendo o crescimento
celular.

Estacionario m Estimulo

60080

60060

60040
60020
60000
59980 I
59960
0

360 720 1080 1440 1800 2160 2520 2880 3240 3600

Densidade Média de Células
[cellmm?]

Tempo [segundos]

Fig.8 Densidade média de condrécitos no interior da

construgdo ao fim de 1 hora de cultura em biorreator

sob estado estacionario e sujeito a compressao ciclica
compressiva (10% de deformacao a 1Hz).

4 CONCLUSAO

Em resumo, este trabalho analisou
numericamente os efeitos da difusdo e da
compressdao dindmica no transporte de
nutrientes e na proliferagdo celular no
interior de um hidrogel. Constru¢des com
elevada porosidade mostraram promover o
transporte e a entrada de oxigénio ¢ glucose
para o interior do hidrogel, bem como a
proliferacdo celular, permitindo melhor
propriedades mecanicas. O presente modelo
numérico torna-se assim numa ferramenta
util para esclarecer estudos experimentais

sobre a viabilidade celular e o transporte de
nutrientes no  desenvolvimento  de
construgdes de engenharia de tecidos
durante o processo de cultura em biorreator.
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