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Resumo. A regeneracdo 0ssea € um fendmeno complexo que envolve a interacgéo de diversos eventos biolégicos como
proliferacéo, diferenciacdo e migracao celular acoplado com as for¢as mecénicas. A migragéo celular desempenha um
papel vital no regulamento do comportamento dos seres vivos e em particular na cicatrizagédo 6ssea. Estudos mostram
que a variagdo das propriedades bioquimicas e mecanicas da matriz extracelular podem afetar a migracéo celular.
Assim, existe a necessidade de entender os mecanismos envolvidos no processo de migragdo durante a regeneracéo
6ssea. Os avancos recentes nos modelos computacionais aliados ao emprego de novas abordagens experimentais como
o0 uso da microfluidica tem contribuido no estudo da mecanobiologia e migracéo celular. Contudo, ha uma caréncia de
trabalhos dedicados ao entendimento da influéncia de diversos fatores na migracéo celular relacionada a regeneracéo
ossea. O objetivo deste artigo, parte de uma pesquisa em fase inicial, consiste em apresentar uma revisao do estado da
arte acerca da regeneracdo dssea e migracao celular.

Palavras chave: Regeneracio Ossea. Migragdo Celular. Microfluidica. Modelagem. Processos bioldgicos.
1. INTRODUCAO

A capacidade do osso de se regenerar € Unica, diferentemente de outros tecidos, e ele é capaz de se regenerar sem
formar cicatriz fibrosa (Marsell; Einhorn, 2011; Betts; Miller, 2014). A medida em que o desenvolvimento e 0 acesso
ao transporte motorizado aumentaram, houve também um aumento consideravel nos traumas e fraturas de 0ssos longos
(Ghiasi et al., 2017). A fratura 6ssea € um dos danos mais recorrentes no homem, e esta associado com tratamentos de
custo elevado, perda de produtividade, incapacidade individual e consequentemente um elevado impacto socioeconémico
(Pivonka; Dunstan, 2012; Bonafede; Espindle; Bower, 2012). Ghiasi et al. (2017) destacam que sdo gastos bilhdes de
délares com tratamentos associados as fraturas 6sseas. Torres et al. (2010) apontam que nos EUA, por exemplo, estima-
se que ocorra cerca de 5,6 milhdes de fraturas e o gasto estimado com o tratamento de doencas musculoesquelética é de
215 bilhdes de dolares por ano.

A cicatrizacdo dssea é um complexo processo fisiolégico que substitui o osso fraturado por 0sso novo, renovando,
assim, as propriedades mecénicas e biolégicas do osso (Sathyendra; Darowish, 2013). Esse processo envolve uma
complexa interacdo de eventos no ambiente biol6gico préximo ao local da fratura acoplado com o impacto das forcas
mecénicas nos arredores da lesdo. No entanto, ainda ndo é completamente compreendido como a migragdo e a
diferenciacdo estdo relacionadas com os fatores mecénicos (Anderson et al., 2014)

Como alternativa aos modelos complexos e de custo elevados in vivo, tais como aqueles que estudam a regeneracéo
6ssea, modelos in vitro de microfluidica tem sido amplamente usado para estudar varios fenémenos biol6gicos (Menon
et al., 2015). Esses modelos tém sido utilizado, pois permitem estudar de forma isolada e padronizada diferentes processos
biol6gicos de interesse. Por exemplo, Somaweera; lbraguimov; Pappas (2016) destacam que os dispositivos de
microfluidica, conhecidos como lab-on-chips ou organ-on-chips, em particular aqueles que promovem o gradiente
quimico, tém sido empregados nos ensaios hioldgicos. Os gradientes quimicos dentro do corpo humano regulam varios
processos bioldgicos, como por exemplo, a proliferacéo e diferenciacdo celular, a cicatrizagéo de feridas, a inflamacéo o
espalhamento do cancer por meio da metastase além do efeito de farmacos sobre estes processos bioldgicos (Borau;
Kamm; Garcia-Aznar, 2011 Anderson et al., 2014, Somaweera et al. 2016).

De interesse particular é o estudo da migracéo celular em microambiente controlado devido ao seu papel vital na
regeneracdo de fraturas 6sseas bem como em uma grande quantidade de processos fisiol6gicos, como por exemplo, a
morfogénese, metastase (Borau; Kamm; Garcia-Aznar, 2011) progressdo de doencas e regeneracdo tecidual dentre outros.
Estudos mostram que a variacdo das propriedades bioquimica e mecéanicas da matriz extracelular (MEC) podem afetar a
migracao celular (Menon et al., 2015). No caso da cicatrizacdo de feridas as células, como por exemplo, os neutréfilos e
macréfagos migram para o local da ferida para matar os microrganismos que causam infecgéo e os fibroblastos e as células
osteoprogenitoras (células que se diferenciam em células dsseas) migram para remodelar a estrutura danificada
(Ananthakrishnan; Ehrlicher, 2007)

Dessa forma, existe a necessidade de entender os mecanismos envolvidos em processos bioldgicos tais como a
cicatrizacdo Ossea a fim de desenvolver estratégias que garantam o sucesso dos tratamentos. No caso do processo de
regeneracdo 0ssea, apesar do 0sso possuir a capacidade de autorregenerar, sem deixar cicatriz, em alguns casos, tais como
em fraturas patoldgicas ou situacOes de grandes defeitos nos 0ssos, a cicatrizacdo pode falhar. O atraso na cicatrizagéo ou
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uma regeneracdo incompleta representa um dos maiores desafios clinicos. Esses desafios podem ser superados
compreendendo o0s processos basicos que acontecem durante a regeneracao do tecido 6sseo.

Este artigo é parte de uma pesquisa, em fase inicial, que visa investigar 0s mecanismos e os parametros (fatores
quimicos e mecéanicos) que influenciam a migracgao celular durante o processo de regeneracdo 0ssea. Assim, 0 objetivo
principal deste artigo consiste em apresentar uma revisao do estado da arte acerca da regeneragdo 6ssea e migragao celular.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Biologia do processo de regeneragao dssea

O osso pode ser fraturado de varias maneiras incluindo trauma, infecgfes, tumores € 0 comprometimento do
suprimento sanguineo (Tortora 2009; Sathyendra; Darowish, 2013). A regeneracdo éssea € um processo altamente
complexo que envolvem a participacdo de diferentes tipos de células (células do sistema imune, células progenitoras e
células mesenquimais), sinalizacdo molecular (citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas) e maltiplos eventos em
diferentes escalas (nivel molecular, celular e tecidual) com o objetivo de restaurar a estrutura e funcionalidade do osso
fraturado (Torres et al., 2010; Sathyendra; Darowish, 2013; Schlundt et al., 2015).

Esse processo envolve uma complexa interacdo de eventos no ambiente biolégico como proliferacédo, migracédo e/ou
diferenciacdo de células tronco mesenquimais, fibroblastos, células cartilaginosas que sintetizam diferentes tecidos
préximo ao local da fratura acoplado com o impacto das forgas mecanicas nos arredores da leséo (Torres et al., 2010;
Sathyendra; Darowish, 2013; Ghiasi et al., 2017).

Apesar dos avancos nos tratamentos e implantes de fixacédo 6ssea, ainda existem dificuldades na cicatrizacdo sendo
que aproximadamente 5 a 10% das fraturas ndo sdo bem-sucedidas (Betts; Miller, 2014; Schlundt et al., 2015). Diversos
fatores influenciam direta ou indiretamente o processo de regeneracdo 6ssea como, por exemplo, fatores genéticos, fatores
celulares e bioquimicos, idade do paciente, tipo de fratura, movimento interfragmentar, geometria da fratura, dentre outros
fatores atuam em conjunto (Torres et al. 2010). Ghiasi et al., 2017 ressaltam que o entendimento dos aspectos bioquimicos
e mecanobiolégicos é crucial para que os ortopedistas possam criar ambientes adequados para uma cicatrizagdo 6tima.

O processo de regeneracdo 6ssea pode ser dividido em quatro fases que se sobrepdem: fase inflamatoria (formacéo do
hematoma de fratura); formacdo do calo fibrocartilaginoso (soft callus); formacdo do calo ésseo (hard callus) e
remodelamento do osso (Figura 1).

Quando a fratura ocorre, inicia-se a fase inflamat6ria com o rompimento dos vasos sanguineos. O sangue extravasado
forma um coédgulo em torno do local da fratura. Devido ao suprimento sanguineo interrompido, as células ésseas dessa
regido morrem (Geris; Sloten; van Oosterwyck, 2009). Surgem capilares sanguineos no hematoma de fratura e os
macrofagos e neutrofilos, bem como os osteoclastos iniciam a remogéo de tecido morto ou lesado em torno e dentro do
hematoma conforme Fig. (1). Além disso, essas células secretam citocinas tais como IL-1, IL-6, TNF-a, e PGE>
responsaveis por recrutar células mesenquimais e células osteoprogenitoras de varios locais como medula, musculos,
vasos circundantes dentre outros (Sathyendra; Darowish, 2013)

O hematoma de fratura é invadido por capilares e fibroblastos proveniente do tecido conjuntivo circundante havendo
a formac&o do tecido de granulacéo (Tortora 2009). Esse tecido de granulagdo proporciona uma estabiliza¢do provisoria
da fratura (Doblaré, Garcia e Gomez 2004), sendo denominado de procalo. Em seguida, os fibroblastos migram para a
regido da fratura e sintetizam fibras de coldgenos que contribuem para a unido das extremidades do osso fraturado. Células
osteogénicas se desenvolvem em condroblastos nas areas do tecido avascular e produzem fibrocartilagem e tem-se entéo
o calo fibrocartilaginoso (soft callus), conforme mostra a Fig.(1).

Nas areas proximas do tecido dsseo saudavel bem vascularizadas as células osteogénicas se desenvolvem em
osteoblastos, que comegam a produzir as trabéculas do tecido esponjoso. Com o tempo, a fibrocartilagem é convertida
em 0SS0 esponjoso, e o calo é entdo denominado calo ésseo (hard callus) conforme mostra a Fig. (1).

Por fim, a ultima fase consiste na remodelacdo 6ssea conforme apresenta a Fig. (1). Nesta fase os fragmentos dos
tecidos mortos ou lesados continuam sendo gradualmente reabsorvidos pelos osteoclastos. O 0sso compacto substitui o

0SS0 esponjoso em torno da periferia da fratura.
Four-Phase Model
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Figura 1. Modelo conceitual das quatro fases da regeneracdo dssea. Adaptado de Pivonka e Dunstan (2012)
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Ghiasi et al. (2017) sugerem que o processo da regeneracdo Ossea pode ser estudado por meio de duas abordagens:
métodos experimentais e métodos computacionais. Ambos métodos tem suas vantagens e limitagdes. Os métodos
experimentais apresentam resultados préximos das condicBes reais observadas em aplicagBes clinicas. No entanto,
requerem equipamentos de Ultima geracdo, alta precisdo, condi¢des controladas, alto custo e muitas vezes sdo
influenciados por outros fatores como, por exemplo, variacdo genética (Ghiasi et al. 2017). Nesse sentido, os
pesquisadores vem aplicando técnicas de modelagem computacional aplicados a simulacéo de células e tecidos e 6rgaos
(in silico) afim de elucidar e complementar os modelos experimentais bem como implementar regras para as respostas
observadas experimentalmente (Giorgi; Verbruggen; Lacroix, 2016).

Do ponto de vista do processo de regeneracdo Gssea, 0s pesquisadores tém dedicado esforcos para entender o
comportamento das células quando o 0sso, ou 0 ambiente da fratura, é exposto a estimulos mecanicos. A qualidade e
quantidade de tecido désseo depende da capacidade de suas células reconhecerem e responderem a estimulos quimicos e
mecénicos. Existem muitas evidéncias experimentais da adaptacdo da massa e estrutura do 0sso quando submetido a
estimulo mecanico, ocorrendo formacdo dssea em locais sujeitos a elevadas deformacfes e reabsorcdo onde as
deformac0es sdo baixas (Rosa et al. 2015). Esses estimulos mecanicos desempenham um papel importante nos processos
de proliferacéo e diferenciacdo das células e tecidos.

Os efeitos dos estimulos mecanicos na regulagdo das fungdes e processos das células e tecidos é objeto de estudo da
mecanobiologia. Em outras palavras, a mecanobiologia explora a resposta biolégica dos tecidos e células quando expostos
a um estimulo mecanico (Giorgi; Verbruggen; Lacroix, 2016). A mecanobiologia do 0sso baseia-se no processo celular
de mecanotransducdo. O estudo da mecanaobiologia é particularmente importante para o 0sso, que consite de um material
adaptativo que emprega um complexo sistema bioldgico para se auto remodelar em resposta ao estimulo mecanico (Rosa
et al. 2015; Giorgi; Verbruggen; Lacroix, 2016)

Nesse contexto, a abordagem in silico tem ganhado destaque, uma vez que permite aos pesquisadores uma maior
flexibilidade na manipulacéo das variaveis em estudo. Os avancos nos modelos computacionais tém estimulado pesquisas
nesse campo, contribuindo para predizer importantes fendmenos no nivel tecidual como a diferenciacdo a migracéo e a
proliferacdo bem como estudar as respostas no nivel celular quando sujeitos a estimulo mecanico. Contudo, cabe ressaltar
que qualquer modelo proposto para estudar fenémenos biologicos possuem limitacGes, seja nas condi¢des de contorno ou
mesmo simplificacbes assumidas na pesquisa.

Em trabalho recente Borgioni et al. (2017) destacaram que o papel da regulacdo mecanica e da atividade celular sobre
0s processos em grande escala como a formagcao/regeneracio do 0sso ndo sio bem compreendidos. E consenso na
literatura que as células podem sentir o estimulo mecéanico proveniente da matriz circundante e que esse estimulo
influencia funcdes celulares como proliferacdo, migracao e diferenciacdo (Rosa et al. 2015; Giorgi; Verbruggen; Lacroix,
2016; Borgoni et al. 2017).

Cada vez mais torna-se evidente que a fase inicial do processo de regeneracdo dssea (inflamacgdo) desempenha um
papel importante no resultado final da cicatrizagdo. O entendimento da mecanobiologia dessa fase inicial pode ajudar a
melhorar o resultado final da cicatrizacdo 6ssea (Schlundt et al., 2015). Borgoni et al. (2017) mostram que até 0 momento
ndo ha modelos computacionais que contemplam as interages ocorrendo durante a inflamag&o ou considerando o papel
das células imune sobre o processo de regeneragao.

2.2. Migracéo celular

A migracéo celular desempenha um papel significativo no regulamento do comportamento dos sistemas vivos e em
particular da cicatrizacdo 6ssea (Sun e Zaman, 2017). A migracéo celular, seja de uma Unica célula ou de um conjunto de
células, é um processo altamente dindmico e um fendmeno essencial para diversos processos biol6gicos como o
desenvolvimento embrionério, cicatrizacdo de feridas, inflamacdo, metastase e resposta imune (Ananthakrishnan;
Ehrlicher, 2007; Bershadskya e Kozlovc, 2011; Borau; Kamm; Garcia-Aznar, 2011; Sun e Zaman, 2017).

Muitos estudos tém mostrado que as propriedades do ambiente que circunda a célula desempenham um papel
regulador fundamental na estrutura e funcdo da célula, ou seja, a migracdo celular é modulada pelas propriedades da
matriz extracelular (Driscoll e Danuser, 2016; Sun e Zaman, 2017; Ringer et al. 2017). Como exemplo, Paszek (2005
apud Ringer et al. 2017) mostram que o aumento da rigidez da MEC conduz a progressao de certos tumores de mama.
As células podem se mover em uma ampla variedade de ambiente tridimensional in vivo, desde 0ssos até as regides
adjacentes as feridas. Driscoll e Danuser, (2016) destacam que as células usam modos diferentes de migrar quando estdo
em ambientes diferentes.

Estudos mostram que o citoesqueleto é fundamental no processo de migragdo da célula. O citoesqueleto consiste de
uma rede de polimeros, composta basicamente por trés biopolimeros: filamentos de actina, microtibulos e filamentos
intermediérios. Os filamentos de actina e miosina, os microtdbulos e as proteinas motoras sdo responsaveis pela maioria
dos movimentos celulares (Junqueira e Carneiro 2008). A migragdo inicia-se com uma polarizacédo responsavel por definir
uma parte frontal e uma parte traseira da célula. Apds essa polarizacdo os passos seguintes sdo: protruso da parte frontal
da célula; adesdo da parte frontal e desunido da parte traseira; contracéo da célula conforme ilustra a Fig. (2). Essas etapas
ndo ocorrem necessariamente em sequéncia, ou seja, podem transcorrer simultaneamente (Ananthakrishnan; Ehrlicher,
2007; Danuser, Allard, Mogilner, 2013)
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Figura 2. Esquema dos estagios da migracéo celular. Adaptado de Ananthakrishnan; Ehrlicher (2007)

O emprego da microfluidica como ferramenta para o estudo de migracéo celular é destacado em trabalho recente de
Paul, Mistriotis e Konstantopoulos (2016) que apresentam um artigo de revisao sobre diferentes abordagens experimentais
aplicadas ao estudo da migracdo de células. Nesse trabalho, Paul, Mistriotis e Konstantopoulos (2016) ressaltam a
dificuldade do estudo da migracéo celular in vivo e que a abordagem in vitro deve buscar representar de forma mais fiel
possivel o ambiente em que a célula é inserida, apresentando a microfluidica como uma ferramenta com potencial para o
estudo padronizado in vitro de processos regenerativos.

2.3. Microfluidica

A microfluidica se apresenta como uma poderosa ferramenta para analises bioldgicas, que permite estudar as funcoes
das células bem como explorar suas atividades bioldgicas de interesse. Isto é justificado porque nos organismos, as células
estdo localizadas em microambientes complexos e sujeitas a diversos sinais que variam no espago e no tempo, incluindo
temperatura, concentracdo de oxigénio, gradientes de citocinas e sinalizacdo de moléculas, forgas mecénicas e interacoes
com a MEC (He; Lin, 2017). O microambiente é significativamente importante para manter as func@es celulares, inclusive
a migracdo. Nesse sentido, a microfluidica permite a manipulacdo precisa da célula, simulando um microambiente
fisiologicamente relevante, seletivo e confidvel.

A microfluidica é um novo campo multidisciplinar emergente que lida com a manipulacdo de fluidos em micro e
nanoescala (Mahed e Vaidya, 2017). Whitesides (2006) explica a microfluidica como a ciéncia e tecnologia de sistemas
(chips) que processam ou manipula pequenas quantidades de fluidos (10° a 1078 litros) em canais de dimensdes de
algumas dezenas ou centenas de micrometros. Com sua origem em outras areas da ciéncia, a microfluidica esta comecando
a fazer mudancas em varios outros campos, especialmente no campo da biologia. 1sso se d& em funcdo das vantagens
como a habilidade de conduzir ensaios com pequenas quantidades de amostra e reagentes, executar separacao e detecgéo
com alta resolucdo e sensibilidade, baixo custo, rapido processamento das amostras e miniaturizagdo (Whitesides, 2006;
Menon et al. 2015;Choi et al., 2016; Mahed e Vaidya, 2017). A Figura (3) mostra um exemplo de dispositivo de
microfluidica utilizada em aplicac¢Ges bioldgicas.

Figura 3. Exemplo de um modelo de dispositivo de microfluidica utilizado em aplica¢des bioldgicas.

Whitesides (2006) salienta que a microfluidica explora duas caracteristicas importantes, o pequeno tamanho e o fluxo
laminar nos microcanais. Mahed e Vaidya (2017) destacam que o nimero de Reinolds (Re) é baixo (menor que 1) e, como
resultado, o fluxo em microescala é laminar. Isso é particularmente interessante, pois permite predizer o transporte de
moléculas através dos canais uma vez que a mistura ocorre apenas por difusdo na interface dos liquidos.

Como alternativa aos modelos complexos e de custo elevado in vivo, 0s modelos in vitro utilizando dispositivos de
microfluidica tem sido empregado para estudar diversos fendmenos biolégicos (Menon et al. 2015). A microfluidica tem
se tornado popular nos Gltimos anos devido a facilidade de reproducdo, controle e monitoramento de uma variedade de
fatores (quimicos e bioldgicos) no microambiente dos experimentos (Amo et al. 2015, Somaweera et al 2016.

Abhyankar et al. (2003) demonstraram pela primeira vez com sucesso uma cultura de células embrionarias utilizando
chips de microfluidica. Os autores destacam que a microfluidica é uma tecnologia promissora para cultura de células
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embriondrias devido principalmente a escala de comprimento envolvida, pois permitem que diferentes fatores (ex. fatores
de crescimento) acumulem localmente formando um microambiente estavel para a célula. Abhyankar et al. (2003) ainda
destacam que no futuro, sera possivel controlar esse tipo de diferenciacéo para desenvolver orgdos artificiais, assim como
reparar sistemas internors danificados.

Em pesquisa recente, Menon et al. (2015) estudaram a migracao celular em um microambiente controlado. Os autores
investigaram a influéncia da combinacéo das propriedades da MEC na migracdo celular de células tronco mesenquimais
utilizando ensaios de microfluidica. Os ensaios foram conduzidos em chips de PDMS com valores diferentes de
rugosidade, rigidez e hidrofobicidade.

Amo et al. (2016) estudaram a influéncia dos fatores de crescimento durante a angiogénese usando dispositivos de
microfluidica. A angiogénese é um processo de migracdo coletiva de células endoteliais com a finalidade de formar de
novos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes. E um dos processos mais importantes durante a regeneracao
tecidual, pois fornece oxigénio e nutrientes para a regido da fratura. Amo et al. (2016) justificam a utilizacdo dos
dispositivos de microfluidica, pois permitem reproduzir aspectos fundamentais da angiogénese e simular a cicatrizagio
de feridas ou crescimento de tumor.

3. CONSIDERAGCOES FINAIS

O processo de regeneracdo ossea € um fendmeno altamente complexo que sofre a influéncia de diversos parametros.
Avancos recentes nos modelos computacionais aliados ao emprego de novas abordagens experimentais como o uso da
microfluidica tém contribuido no estudo da mecanobiologia e da migracgdo celular. Contudo, ha uma caréncia de trabalhos
dedicados ao entendimento da influéncia de diversos fatores na migracdo celular relacionada a regeneragdo 0ssea,
sobretudo na fase inicial que corresponde a inflamac&o.

Nesse sentido, é proposto um estudo, por meio de uma abordagem teérico-computacional, de modelos de migracdo
celular em dispositivos de microfluidica. Esses modelos deverdo comtemplar diferentes combinagdes das propriedades
fisicas do substrato, variagdes no gradiente quimico (como por ex. fatores de crescimento) bem como a aplicagdo de
estimulos mecanicos. Esses modelos sdo importantes porque permitirdo estudar sistemas baseados em microfluidica sem
a necessidade de possuir os componentes fisicos, entender os processos envolvidos no estudo da migragao celular, prever
as variaveis/fatores importantes, visando uma futura implementacéo experimental desses sistemas.

Esperamos contribuir para o entendimento das condicGes favoraveis para a migracdo de células envolvidas no processo
da regeneracdo 6ssea. Esses dados poderdo ser utilizados, por exemplo, no desenvolvimento de enxertos 6sseos e
aplicacédo de fatores bioquimicos que auxiliem e acelerem o processo de cicatrizacao.
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