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“Numa folha qualquer

Eu desenho um sol amarelo (que descolorird)
E com cinco ou seis retas

E facil fazer um castelo (que descolorird)

Giro um simples compasso

E num circulo eu fago o mundo (que descolorird)

Toquinho



RESUMO

O cultivo celular permitiu diversos avan¢os na forma como vemos 0S processos
gue regem o funcionamento dos organismos vivos. A cultura em ambiente 2D
utilizando células primérias ou linhagens imortalizadas trouxe luz a diversos
guestionamentos em relacéo: a morfologia celular; aos processos bioquimicos
e metabdlicos; a expressao génica e proteica; ao estudo do comportamento
celular; ao desenvolvimento de doencas; e ao desenvolvimento e teste de
milhares de farmacos. Com a evolucdo das ferramentas de analise, lacunas
guanto ao modelo 2D surgiram, principalmente relacionadas a interacao célula
a célula na monocamada, 0 que leva a alteracdes nas funcdes celulares ndo
mimetizando o que se observa in vivo. Sendo assim modelos de cultivo 3D
surgiram em uma tentativa de recriar um ambiente fisiologicamente e
metabolicamente mais semelhante ao encontrado nos tecidos e 6rgdos. Como
exemplos temos a técnica de esferoides, as culturas organotipicas, 0s
organoides e modelos de microfluidica, que buscam tornar o modelo mais
complexo com a incorporacdo de hidrogéis e elementos da matriz extracelular.
Um dos hidrogéis mais utilizado para cultura 3D é o colageno, que possui alta
biocompatibilidade além de possuir propriedades biomiméticas. Outro ponto
gue ainda € um grande desafio € o desenvolvimento formas de mimetizar um
sistema de circulacdo capaz de realizar a perfusdo do meio de cultura na
matriz. O objetivo desta tese foi aprimorar um modelo de mucosa utilizando
diferentes fontes de colageno e elementos da matriz extracelular e desenvolver
metodologias de circulacdo de meio de cultura. Foi realizada uma analise
comparativa entre o colageno extraido da cauda do rato e do tendéo de pé de
suino, com acédo de fibroblastos primarios e fibronectina e laminina ao gel de
colageno mimetizando a camada dérmica da mucosa e adicdo de
queratinécitos (HaCaT) sobre formando o epitélio. Observamos que o0 uso de
colageno suino resultou em um modelo com epitélio menos permeavel
suportado por uma matriz mais porosa e maior atividade de fibroblastos. A
adicao de componentes da MEC levou a um epitélio mais espesso e maduro e
aumentou a atividade dos fibroblastos. O uso de colageno suino mostrou-se
eficiente, e a adicdo de componentes da MEC potencializou o modelo de
mucosa. Desenvolvemos uma patente que propSe uma estratégia para
perfusdo e recirculacdo do meio de cultura. A incorporacdo de outros
elementos da matriz extracelular tornou o0 modelo de mucosa mais robusto,
complexo podendo ser uma ferramenta util no teste de farmacos.

Palavras chave: cultura 2D, cultura 3D, cultura organotipica, mucosa, colageno,
matriz extracelular.



ABSTRACT

Cell culture has allowed various advancements in how we perceive the
processes governing the functioning of living organisms. 2D culture using
primary cells or immortalized cell lines has shed light on various inquiries
regarding cellular morphology, biochemical and metabolic processes, gene and
protein expression, the study of cellular behavior, disease development, and the
testing of thousands of drugs. As analytical tools evolved, gaps in the 2D model
emerged, particularly concerning cell-to-cell interaction in the monolayer,
leading to changes in cellular functions that do not mimic what is observed in
vivo. Therefore, 3D culture models emerged in an attempt to recreate a
physiologically and metabolically more similar environment to that found in
tissues and organs. Examples include spheroid techniques, organotypic
cultures, organoids, and microfluidic models, aiming to make the model more
complex by incorporating hydrogels and elements of the extracellular matrix.
One of the most commonly used hydrogels for 3D culture is collagen, which has
high biocompatibility and biomimetic properties. Another challenge is the
development of ways to mimic a circulation system capable of perfusing the
culture medium into the matrix. The goal of this thesis was to improve a mucosa
model using different sources of collagen and extracellular matrix elements and
develop methodologies for medium circulation. A comparative analysis was
conducted between collagen extracted from the rat tail and pig's foot tendon,
with the action of primary fibroblasts and fibronectin and laminin on the collagen
gel mimicking the dermal layer of the mucosa, and the addition of keratinocytes
(HaCaT) forming the epithelium. We observed that the use of pig collagen
resulted in a model with a less permeable epithelium supported by a more
porous matrix and higher fibroblast activity. The addition of ECM components
led to a thicker and more mature epithelium and increased fibroblast activity.
The use of pig collagen proved to be efficient, and the addition of ECM
components enhanced the mucosa model. We developed a patent proposing a
strategy for perfusion and recirculation of the culture medium. The incorporation
of other extracellular matrix elements made the mucosa model more robust and
complex, potentially serving as a useful tool in drug testing.

Keywords: 2D culture, 3D culture, organotypic, mucosa, collagen, extracellular
matrix.



Lista de Abreviacdes

pHm - micrometro

DMEM — meio de Eagle Modificado por Dulbeco
EM — meio essencial

FN — fibronectina

GACs — glicosaminoglicanos

HaCaT - linhagem celular de queratindcito
HE — hematoxilina/eosina

LM — laminina

MEC/ECM — matriz extracelular

mM — mili molar

NaCl — cloreto de sédio

PCL — policarprolactona

PGA — poli (acido-glicdlico)

PGs — proteoglicanos

pH — potencial hidrogenidnico

PLA — poli (acido-lactico)

PLGA — poli (acido lactico co-glicolico)

RT-gPCR - reacéo da polimerase reversa em tempo real
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1. INTRODUCAO
1.1 A evolugéo do cultivo celular

O cultivo de células teve inicio em 1907 com Harrison e seu estudo com
fibras nervosas de embrides de sapos mantidas em linfa de sapos adultos,
(Kapatczynska et al., 2018). Carrel e Burrows cultivaram fragmentos de tecidos
de varios animais e também tumores, utilizando o plasma do animal de origem,
que mais tarde foi substituido pelo soro do animal de origem. Foi Carrel quem
desenvolveu o primeiro frasco de cultura de vidro que levaram o nome de
frasco D. Adicionalmente, percebeu que havia a necessidade de se utilizar
técnicas estéreis no cultivo bem como o uso de substancia antibacterianas e
para isso testou o uso de pequenas quantidades de tolueno para deter o
crescimento bacteriano (Taylor, 2014).

Em 1948, Earle estabeleceu a primeira linhagem celular, um fibroblasto
derivado de tecido subcutaneo de camundongo que recebeu o nome de célula
L (L929). Em 1952, Gay estabelece a primeira linhagem humana imortalizada,
derivada de um adenocarcinoma agressivo do colo do uUtero denominada de
HelLa. Outro fator importante no cultivo celular € a manutencdo destas em
meios liquidos que proporcionassem as condicdes para estas células se
desenvolverem fora do organismo vivo, uso de plasma ou linfa animal levava a
grande variedade de composicdo quimica e contaminacdo da cultura. Diversos
pesquisadores comecaram a estudar os componentes mais necessarios ao
metabolismo celular, como aminoacidos, sais, vitaminas, horménios e glicose e
o destaque fica com meio essencial EM e o DMEM - Meio de Eagle Modificado
por Dulbecco, também foram desenvolvidos com aminoacidos essenciais e nao
essenciais, sendo atualmente um meio muito usado na cultura celular

(Magdalena, 2017).

Estas descobertas iniciais possibilitaram que diversas outras linhagens
fossem estabelecidas utilizando tecidos animais e humanos normais ou
patolégicos, com no caso das linhagens tumorais. Estas linhagens sdo usadas
em diferentes ensaios, como avaliagcbes morfologicas, compreensdo do

comportamento celular, estudos de processo bioquimicos, metabdlicos,
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identificacdo de genes e proteina, teste de novos farmacos, entre outros
(Sanyal, 2014).

1.2 Técnicas 2D de cultivo celular

O cultivo celular classico é realizado em ambiente bi-dimensional (2D)
utilizando linhagens celulares ou culturas primarias cultivadas em garrafas ou
placas, nas quais as células ficam aderidas ao fundo ou dispersas no meio.
Diversos dispositivos de cultivo e ensaios metodologicos foram criados visando
otimizar o cultivo utilizando a cultura 2D. De uma maneira geral, no cultivo 2D
as células aderentes sdo semeadas em superficies planas, (placas ou garrafas)
juntamente com meio de cultura e crescem em monocamada (figural). O meio
€ um componente fundamental, pois vai fornecer os componentes essenciais
para o desenvolvimento e proliferacdo das células. Sua composicéo varia de
acordo com a linhagem, mas basicamente contém glicose, sais minerais e
aminoéacidos, podendo ser suplementado com soro fetal de diferentes animais,
sendo o mais comum o de origem bovina que vai fornecer fatores de

crescimento e proteinas importantes para as células (Yao and Asayama, 2017).

A cultura 2D tem suas vantagens sendo uma técnica de facil
desenvolvimento, manutencdo e custo relativamente baixo. Uma grande
quantidade de ensaios foi padronizada utilizando essa técnica, sendo que 0s
insumos para cultivo (placas e garrafas) e formas de andlise foram

desenvolvidos baseadas neste modelo (Kapatczynska et al., 2018).

Avancos na compreensdo dos diferentes mecanismos génicos e
moleculares das células evidenciaram que o ambiente 2D n&o pode néo
mimetizar as caracteristicas metabdlicas e fisiolégicas e a complexidade
estrutural dos tecidos vivos. No caso de cultura de células aderentes, observa-
se a formacdo de uma monocamada no fundo da placa o que causa uma
interacdo ceélula-célula e célula ambiente diferente de um tecido normal ou de
uma massa tumoral. As interagbes celulares se relacionam a diversos
processos como: diferenciacdo celular, proliferacéo, vitalidade, expressao de
genes e proteinas, capacidade de resposta a estimulos, metabolismo de

drogas (Kapatczynska et al., 2018).
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Algumas desvantagens sdo observadas no ambiente de cultivo 2D. Por
exemplo, as células em monocamada tém um acesso homogéneo ao meio de
cultura, a nutrientes, metabolitos e moléculas sinalizadoras e também a fatores
fisicos como a concentracdo de oxigénio e gas carbbnico. Ndo existe também
uma interacdo adequada das células com a matriz extracelular (Kapatczynska
et al.,, 2018; Jensen and Teng, 2020). Quando submetidas a ensaios, como
teste de farmacos, o contato uniforme com a droga pode levar a uma
potencializacdo dos efeitos destas, 0 que leva a insucessos na transposicéo
dos testes in vitro para o in vivo (Mehrotra et al., 2010). Em suma, nas culturas
2D falta a dimenséo de volume que permita interacbes mais complexas entre
as células e destas com seu ambiente, e mimetize de uma forma mais
fidedigna os processos celulares, necessitando de ajustes técnicos para

ensaios mais fiéis ao funcionamento in vivo.

Cells growing on a 2D plastic dish Cells growing in a 3D ECM

Cells exposed to Fibrillar ECM
liquid interface Cell-cell interactions components restrict
cell spreading

Diffusion of soluble
factors into the
culture media

= —_ 7 Forced cellular

{ Yo P~ | organization °
7 < 55 4 and polarity 7~
UES Y- &y 1 & W j__
78S - . Cells adhere

High stiffness imparted Restricted cell-cell \rb'\l to the ECM
by 2D plastic substrates interactions ‘ through
promotes monolayer Concentrated integrin-matrix

: gradients of P
cell spreading 2 binding

soluble factors

Figura 1: ilustracdo demonstrando A) técnica de cultivo tradicional 2D,
onde as células aderentes disposta em monocamada no fundo da placa de
cultura; e B) modelo de cultivo 3D onde, as células embebidas em uma matriz,
ocorre a maior interacdo célula a célula e com os componentes da matriz.
Adaptado de (Hussey et al., 2018).

1.3 Técnicas de cultivo 3D

O emprego de técnicas 3D de cultivo celular surge como uma alternativa
para desenvolver um modelo mais complexo, que mimetize as condi¢bes

fisiologicas e preencha as lacunas entre a cultura celular e os ensaios em
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animais. Estas técnicas podem ser divididas em dois tipos: os esferoides e as

culturas 3D (organotipicas, organoides) (Gunti et al., 2021)
1.3.1 Técnica do esferoide

A técnica do esferoide foi estabelecida pela primeira vez em 1971,
usando células pulmonares V79 de hamster chinés. Esta técnica utiliza placas
nao aderentes que permitem que as células em suspensédo formem agregados
celulares esféricos (Kim et al.,, 2023). As células que formam este agregado
secretam matriz extracelular que permite a ligagdo das integrinas que
contribuem para a adesao célula a célula e com o passar dos dias ocorre uma
regulacdo positiva de E-caderina fortalecendo estas ligacfes o que torna a

esfera mais compacta (Smyrek et al., 2019).

Entre as vantagens dos esferoides: 1 - a facilidade de realizacdo do
protocolo; 2 - ndo had a necessidade e uso de um andaime ou matriz de
sustentacdo; 3 - menor custo entre as técnicas 3D; 4 - uma maior interacao
célula a célula; 5 - cria-se um relacdo de borda e centro; 6 - diferentes
gradientes de dispersdo de oxigénio e fatores sollveis; 7 - criacdo de
populacdes heterogéneas (por exemplo, células hipdxicas vs. normoxicas,
quiescentes vs. células em replicacdo); 8 - modelo bem estabelecido para a
avalicdo do efeito de drogas antitumorais, jA& que no tumor também se
apresenta com uma forma macica de células onde ocorre esse gradiente
borda/centro e células em diferentes estagios metabdlicos (Fang and Eglen,
2017; Carvalho et al., 2022).

As desvantagens desta técnica sdo: 1 - dificuldade de formar esferoides
homogéneos principalmente em linhagens tumorais mais invasivas com
fenétipo mais mesenquimal em que existe uma diminuicdo da E-caderina; 2 -
uso de diferentes tipos celulares e a disposicdo das células ocorre de forma
aleatoria; 3 - a interacdo com outros componentes de matriz extracelular ainda
é limitada; 4 - o tamanho da esfera, visto que esferas grandes apresentam um

centro necrético (Vinci et al., 2012; Biatkowska et al., 2020).
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1.3.2 Culturas organotipicas

As culturas organotipicas e organdides utilizam andaime (traducdo de
scaffold) como base de sustentacao para as células possibilitando a construcéo
de um “tecido” com camadas definidas e uma matriz extracelular. Estes
andaimes fornecem suporte fisico as células, permitindo-lhes agregar, proliferar
e migrar, estes buscam imitar a matriz extracelular do tecido; fornecendo um

substrato para as células interagirem (Temple et al., 2022).

Os materiais utilizados para a fabricacdo de andaimes devem ser
biocompativeis permitindo o bioreconhecimento molecular das células. As
propriedades mecanicas do material e a degradacdo cinética devem ser
levados em conta de acordo com o tipo de tecido que se queira produzir. A
distribuicdo dos poros, a é&rea superficial exposta e a porosidade
desempenham um papel importante, influenciando a penetracdo dentro do
volume da estrutura (Carletti et al.,, 2011). Para a confeccdo dos andaimes

pode-se utilizar hidrogéis sintéticos ou naturais figura 2.

Os hidrogéis sintéticos podem ser mais facilmente adaptados as
necessidades especificas do tecido produzidos, suas propriedades mecanicas
Sao ajustaveis 0 que permite uma maior estabilidade e reprodutibilidade da
estrutura e controle do tamanho dos poros e da rigidez, porém sdo menos
biocompativeis e bioativos. Os polimeros sintéticos mais usados sdo: poli(acido
glicélico) (PGA), o poli(acido lactico) (PLA), ou seus copolimeros ou misturas,

bem como o poliéster alifatico policaprolactona (PCL) (Carletti et al., 2011).

Os hidrogéis naturais como colageno, &cido hialurénico, quitosana,
alginato sdo extraidos de plantas ou animais e apresentam biocompatibilidade
e baixa toxicidade. A variabilidade entre lotes a obtencao e o processamento é
mais complexo, o que torna seu custo mais elevado, além disso o tamanho da

trama reticulada e dos poros ndo € homogéneo (Maji and Lee, 2022).

Os hidrogéis de colageno séo muito utilizados nos ensaios 3D por suas
propriedades biomiméticas: citocompatibilidade, adeséo celular e por formar
um ambiente viscoelastico em que as células conseguem se manter e

desenvolver. O colageno utilizado nos hidrogéis é predominantemente o do tipo
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1, derivado do tenddo da cauda de rato. O processo de automontagem das

fibrilas de colageno e a geleificacdo ocorre quando elevamos a temperatura e o

pH do colageno. O tamanho das fibras formadas tem

influéncia no

comportamento celular, por exemplo em fibrilas maiores os fibroblastos

apresentam menor alongamento e maior velocidade de migragéo (Caliari and

Burdick, 2016). A este hidrogel podem ser adicionados outros componentes da

matriz extracelular como proteinas, glicoproteinas e glicosaminoglicanos

(fibronectina, laminina, &cido hialurénico), tornando o ambiente mais complexo

e auxiliando na interacdo das células a matriz.

Hydrogel Type Advantages Disadvantages
Agarose Natural High mechanical Low cell adhesion
strength, low cost
Alginate Natural Fast gelation, low Poor cell attachment,
cost, good stability easily clogs at high
concentrations
Chitosan Natural Antibacterial & antifungal Slow gelation, poor
mechanical properties
Collagen | Natural Promotes cell attachment, Poor mechanical stability,
good printing abilities, slow gelation, easily clogs
have RGD sequence®
Fibrin Natural Promotes angiogenesis, Poor mechanical stability,
fast gelation easily clogs
Gelatin Natural Reversible, promotes Unstable/fragile, poor abilities
cell adhesion without modification
Hyaluronic acid (HA) Natural Promotes proliferation and Rapid degradation, poor
angiogenesis, fast gelation mechanical stability
Matrigel Natural Promotes differentiation Clogs easily, made from
tumor cells
Methacrylated gelatin/  Synthetic  Easily degradable, high Slow gelation, requires ultraviolet
gelatin methacryloyl mechanical strength (UV) light which causes cell
(GelMA) damage
Pluronic Synthetic  Reversible (good Poor mechanical stability, rapid
sacrificial ink) degradation, requires thermal
control
Polyethylene Synthetic Good when combined Low cell proliferation & adhesion,
glycol (PEG) with other components poor mechanical strength,

UV causes cell damage

Figura 2: vantagens de desvantagens dos hidrogéis naturais e sintéticos

mais utilizados nos modelos 3D: Adaptado de: (Leberfinger et al., 2017)
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As vantagens em se utilizar o modelo 3D a base de coldgeno séo: a
maior interface célula a célula, a criacdo de um volume tridimensional que
permite uma atuacdo diferenciada dos fatores fisicos (oxigénio e as forcas
mecanicas que atuam sobre estas células), a possibilidade de criar gradientes
de concentragédo de nutrientes e dispersdo de drogas, a interagdo com outras
células como as do sistema imune criando um microambiente celular e uma
maior mimetizacdo dos processos fisiolégicos (Langhans, 2018). As
desvantagens da técnica se relacionam ao tempo e custo para preparo, a
necessidade de adaptacao e validacdo de alguns testes.

Diversos modelos que mimetizam tecidos humanos tem sido propostos,
pulmao, mama, figado, intestino, cérebro sao alguns exemplos (Clevers, 2016).
O modelo de pele equivalente que visa mimetizar a pele humana tem ganhado
destaque nos ultimos anos, para utilizacdo de testes in vitro de cosméticos e
medicamentos, e em pesquisa oncoldgica. A busca pela construcdo de tecidos
mais complexos, com maior numero de camadas e células além das estruturas
presentes na pele € constante e aprimoramentos nos modelos ja existentes séo

necessarios.
1.4 Estrutura da pele/mucosa

Os modelos de pele/mucosa equivalentes buscam reproduzir a
morfologia e processos fisiolégicos encontrados no ser vivo. A estrutura da pele
e seus apéndices sdo subdivididos em duas camadas: epiderme e derme

(figura 3).

Na epiderme observa-se um tecido epitelial estratificado composto por
células justapostas que repousam sobre uma membrana basal. Dentre os tipos
celulares observa-se a presenca de queratinécitos, células de Merkel, células
de Langerhans e melandcitos. A epiderme possui quatro estratos: 1- estrato
basal, nesta os queratindcitos sofrem constantes divisdes celulares para
substituir as células que se movem em direcdo a superficie, entre as células
desta camada se encontram os melandcitos que produzem e secretam a
melanina; 2- estrato espinhoso com varias camadas de queratinodcitos; 3-

estrato granuloso composta por trés a quatro camadas de queratinécitos
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achatados; 4- estrato cérneo: camada mais externa formada por células mortas
completamente queratinizadas, sua espessura varia de acordo com a regiao,
sdo estas células que sofrem descamacdo por causa dos atritos diarios
(Nahirney and Ovalle, 2014).

A derme é composta por um tecido conjuntivo altamente vascularizado
composto por diferentes tipos celulares embebidos em uma matriz extracelular
(fibras de colageno, proteoglicanas, glicosaminoglicanas e glicoproteinas
multiadesivas) que participa da modulacdo das propriedades mecéanicas da
pele. Adicionalmente, observa-se na derme uma grande variacado de anexos da
pele, como foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas.
Apresenta uma camada papilar mais superficial e uma camada reticular
profunda. O aporte sanguineo de nutrientes para a epiderme € realizado
através de uma rede de capilares encontrados na camada papilar em intimo
contato com o estrato basal do epitélio (Ross and Pawlina, 1979; Arda et al.,
2014; Nahirney and Ovalle, 2014).

A composicao e estrutura da epiderme e da derme varia de acordo com
as caracteristicas da regido que estd sendo revestida. Por exemplo, a
espessura da epiderme varia de 0,5mm (pele fina) a 3,0mm (pele grossa).
Adicionalmente, na face observa-se uma grande variacdo na composi¢cao da

derme, especialmente dos seus anexos (Arda et al., 2014).

Native human skin FTM hC-FTM

Figura 3: imagem histolégica corada em HE de uma pele humana; FTM
um modelo 3D utilizando colageno extraido de cauda de rato; e hC-FTM um

modelo com colageno humano. Adaptado de: (Mieremet et al., 2018).

A mucosa e formada por um conjunto de tecido que reveste os 0rgaos
e cavidades do corpo, mantendo estes umidos e protegendo contra particulas e

agentes agressores No estdbmago e na bexiga, protege dos efeitos abrasivos
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do acido estomacal e da urina. Na cavidade nasal tem fungdo de captar as
particulas olfativas. Histologicamente € dividida em 3 camadas: epitélio, lamina

prépria e muscular da mucosa.

O epitélio possui uma alta taxa de renovacdo celular e pode ser
estratificado, cubico ou pseudoestratificado, possuir estruturas acessorias
como cilios e microvilosidades, e estruturas secretoras de muco, que vai
recobrir a superficie deste epitélio. O tipo de epitélio e das estruturas varia de
acordo com as necessidades do érgao.

A lamina propria situada abaixo do epitélio se caracteriza por um tecido
conjuntivo frouxo onde se encontram os fibroblastos que produzem proteinas
estruturais, glicoproteinas e proteoglicanos, que véao fazer a sustentacdo e
unido dos componentes este tecido conjuntivo. Nesta ainda se localizam os
vasos sanguineos que irrigardo o epitélio e nervos. Encontramos ainda células
do sistema do sistema imune que atuam na vigilancia e defesa contra

invasores.

A muscular da mucosa é a camada mais profunda contendo musculo
liso e sua espessura varia de 6rgéo para 6rgdo. A presenca de musculo liso faz
com que a mucosa se movimente ativamente esticando e contraindo movendo

0 muco e atuando nos movimentos da autolimpeza.

A camada de revestimento que cobre as estruturas na cavidade oral é
chamada de mucosa oral. Essa membrana, constituida por tecido mole umido,
estende-se desde a juncdo entre a borda vermelha dos labios e a mucosa

labial, na parte anterior, até as pregas palatofaringeas, na parte posterior.

Do ponto de vista histolégico, a mucosa oral também é composta por
trés camadas. A camada mais externa € um epitélio escamoso estratificado
superficial, conhecido como epitélio oral. A espessura e o0 grau de
queratinizacdo dessa camada dependem da localizacdo e das demandas
funcionais. Logo abaixo encontra-se a lamina propria, e mais profundamente,
um tecido conjuntivo denso e irregular denominado submucosa. Em algumas
areas da cavidade oral, a submucosa esta ausente, e a lamina propria esta

diretamente ligada ao osso ou musculo. A mucosa oral pode ser classificada
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em trés tipos: mucosa de revestimento, mucosa mastigatéria e mucosa
especializada, cada uma com caracteristicas histologicas, clinicas e funcionais
distintas. Suas diversas funcdes incluem principalmente a protecdo dos tecidos
subjacentes contra estimulos mecéanicos, quimicos e biolégicos, a secrecao de
substancias essenciais e uma funcdo sensorial que possibilita a percepcéo de

temperatura, tato, dor e paladar.
1.5 Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) fornece uma estrutura de suporte
mecanico para células e tecidos sendo composta por uma rede complexa de
proteinas estruturais e funcionais nas quais as células conseguem se ancorar,
fatores de crescimento e moléculas ativas, estabelecendo gradientes de
concentracdo e regulando espacial e temporalmente sua biodisponibilidade.
Esta diretamente envolvida nas funcdes celulares como proliferacdo, adesao,

migracéao, polaridade, diferenciacéo e apoptose (Yue, 2014).

A MEC sofre constantemente remodelacdo, seus componentes sao
depositados, degradados ou modificados. Os principais componentes da MEC
sao colagenos, proteoglicanos (PGs) e glicosaminoglicanos (GAGS), elastina e
fibras elasticas, lamininas (LM), fibronectina (FN) e outras proteinas
glicoproteinas, como proteinas matricelulares (figura 6) (Karamanos et al.,
2021). Modelos baseados em MEC tém sido usados em uma ampla variedade
de abordagens de engenharia de tecidos e medicina regenerativa para

reconstrucao funcional de tecidos (Brown and Badylak, 2016).

O colageno € a proteina mais presente na matriz extracelular. Mais de
30%, das MEC ¢ formada por colageno tipo I, Il e Ill, que constituem 80-90%
do colageno corporal total, proporciona resisténcia as tensdes sofridas pelo
tecido conjuntivo, e atua nos processos celulares, como adesdo e migracgao.
Matrizes de colageno tipo | tém sido amplamente utilizadas como modelo de
laboratério para MEC, bem como modelos fisicos de redes poliméricas
semiflexiveis (Kular et al., 2014; Sun, 2021).

A formacao da fibra de colageno envolve varias etapas (figura5). Em

um primeiro momento trés cadeias polipeptidicas se enrolam em uma hélice
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tripla formando o tropocoldgeno que se agrupam em protofibrilas, incluindo
microfibrilas e subfibrilas e por fim as estas agrupam-se ainda mais em uma
fibrila de colageno, que pode ter até 1um e centenas de nandmetros de
didametro. As condi¢cdes ambientais, como concentracdo de proteinas, valor de
pH ou temperatura possuem influéncia no processo formando fibras de
colageno de comprimentos e diametros variaveis. Uma matriz de colageno
pode ser definida como um conjunto desordenado de fibras de colageno (Jones
et al., 2014; Sun, 2021).
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Figura 4: imagem mostrando as etapas intra celulares que ocorrem no reticulo
endoplasmatico e no citoplasma e vao determinar a formacdo da tripla hélice
de pré colageno (1-5) que é secretado para o exterior da célula (6), onde
ocorrem as etapas extracelular resultando na formacao da fibra de colageno (7-
9). Adaptada de: (Alberts et al., 2015)

Outro componente da MEC, as proteoglicanas sdo moléculas
complexas, compostos por um nucleo proteico que se ligam a pelo menos uma

cadeia de glicosaminoglicano (GAGs), os proteoglicanos sdo componentes
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integrais MEC. Atuam na manutencéo da hidratacao, resiliéncia e propriedades
de absorcdo de choque dos tecidos submetidos ao estresse mecanico, tem a
capacidade de reter agua formando uma matriz viscosa que preenche o
espaco, e possuem ainda a capacidade de modular o comportamento das
células ligando-se a fatores de crescimento e outras moléculas sinalizadoras,
que desempenham um papel em varios processos de desenvolvimento e
regenerativos (Mouw et al., 2014). Os proteoglicanos séo classificados de
acordo com a GAGs que se liga a ele, alguns exemplos s&o proteoglicanos de:
sulfato de heparan; sulfato de condroitina; dermatan sulfato; sulfato de
gueratan; versican, agracan. Cada tipo possui estrutura e funcéo especificas,
contribuindo para a saude e funcionalidade de diferentes tecidos e 0Orgaos
(Frantz et al., 2010).

Epitélio

Lamina basal —

—

Macréfago

Fibra elastica
Fibroblasto

Mastécitos

TECIDO CONECTIVO

Hialuronana, ———
proteoglicanos —
e glicoproteinas

1
1
|

Figura 5: mostrando os principais componentes da matriz extracelular: fibras
colagenas, fibras elasticas e as proteoglicanas e glicoproteinas . Adaptado de:
(Alberts et al., 2015)

A fibronectina (FN) é considerada uma proteina adesiva de alto peso
molecular secretada pelos fibroblastos, apresenta uma sequéncia RGD
(arginina, glicina e aspartato) atuando na ades&o a superficie celular e se
ligando com outras moléculas da MEC. A FN desempenha um papel na

orientacdo e na migragao celular durante o desenvolvimento embrionério e em
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processo patoldgicos como o cancer, atua ainda nos processos de cicatrizacado
e tem influéncia na montagem das fibras de colageno (Mouw et al., 2014;
Hoffmann and Smith, 2019).

As lamininas sdo uma familia de glicoproteinas localizadas
principalmente na lamina basal, constituidas por cadeias a, B e y, onde
diferentes isoformas de cadeia se combinam para gerar heterotrimeros
distintos. Genomas dos mamiferos codificam cinco cadeias a, quatro cadeias 3
e trés cadeias y; apenas 15 dos 60 heterotrimeros possiveis foram confirmados
bioquimicamente. Ela interage com diversos atores celulares e da MEC tais
como sindecano, nidogénio, colageno, integrinas, distroglicano e heparina
(Guldager Kring Rasmussen and Karsdal, 2016; Hohenester, 2019). Ela atua
na interacao entre as células do epitélio e os componentes da MEC, possuindo
ainda papel na adesdo, migracdo, diferenciacdo e proliferacdo celular
(Aumailley, 2013).

1.6 Aplicacdes dos modelos 3D

As culturas 3D incorporam mais elementos em sua construcdo, o que as
tornam mais complexas se comparadas as culturas e monocamadas 2D.
Podendo ser empregadas na triagem de novas drogas, nos testes de eficacia e
eficiéncia destas, na compreensdo dos processos que levam ao
desenvolvimento de patologias e no desenvolvimento de terapias mais

personalizadas (Edmondson et al., 2014)

A descoberta de medicamentos ainda € algo que demanda tempo e
custos elevados e mais da metade de todos os medicamentos falham nos
ensaios clinicos de Fase Il e Fase lll (Langhans, 2018). Um dos motivos do
insucesso € a falha durante a transposi¢cdo dos ensaios do in vitro para o in
Vivo, que na maioria das vezes se baseia em culturas 2D o que acaba por
superestimar os efeitos da droga. Existe, portanto, a necessidade de modelos
gue se assemelhem mais aos processos fisioldgicos. Atualmente os modelos
3D tém sido adotadas pelos setores de pesquisa e desenvolvimento

farmacéutico, pois imitam os fatores teciduais e sdo o0s melhores
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representantes dos fendbmenos celulares in vivo em comparacdo com oS
modelos 2D (Badr-Eldin et al., 2022).

Outra aplicacdo dos modelos 3D é no desenvolvimento de terapias
personalizadas principalmente para cancer em que as células exibem uma
série de mutacbes que variam de individuo para individuo ocasionando uma
grande heterogeneidade inter-tumoral (Piraino et al., 2019). Isso faz com que
cada vez mais se busquem alternativas que contemplem o perfil genético
individual do tumor, em que os modelos 3D s&o usados para avaliar o efeito de
drogas individuais ou combinadas sobre as células cancerigenas (Shiihara and
Furukawa, 2022). O cultivo de micro fragmento de biopsia que podem ser
envoltos em hidrogéis com adicdo de outras células do microambiente tumoral
se mostra promissor tanto no desenvolvimento de terapias imunes quanto na
triagem de combinacdes terapéuticas mais eficazes (Habanjar et al., 2021,
Manduca et al., 2023).

As culturas 3D superam as desvantagens das culturas 2D, como a
guestdo da interacdo célula a célula, a diferenca na expressao de genes, no
perfil metabdlico e fisiolégico em um cultivo em monocamada (Habanjar et al.,
2021). Modelos 3D podem melhorar a forma como compreendemos o
desenvolvimento de diferentes patologias. A possibilidade de criarmos em
laboratorio mini 6rgdos (organoides) e de que estes interajam dentro de
sistemas mais complexos e permitam a manipulacdo dos diferentes atores
envolvidos, adicionando ou removendo fatores, silenciando ou super
expressando genes ou fazendo edicdo génica pode ser uma ferramenta (Util
para elucidar alguns pontos chave que levam ao estabelecimento de doencas

(Papariello and Newell-Litwa, 2020; Karmirian et al., 2023).

1.7 Desafios para o método de cultura 3D

Um ponto a ser solucionado nos modelos 3D € a criagcdo de um sistema
que mimetize vasos sanguineos e permita a criagdo de um sistema de
circulacdo e difusdo do meio de cultura de uma forma mais semelhante ao
encontrado in vivo. A limitacdo de nutrientes acaba limitando o tamanho, a

escalabilidade e a temporalidade dos modelos 3D. Ja a difusdo do oxigénio
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limita a espessura dos modelos de tecido entre 100 e 200um pois observa-se
hipéxia nas regides mais profundas de estruturas maiores resultando em

parada do crescimento ou morte celular (Anthon and Valente, 2022).

A formacdo de vasos € um processo complexo que envolve mdultiplas
etapas e atores. No embrido inicia pela migracdo de angioblastos, que sdo
precursores das células endoteliais, para diferentes locais formando corddes
sélidos de células. Durante a transformacdo destas estruturas solidas em
vasos, 0s angioblastos alteram sua morfologia de células cuboides para
achatadas e ocorre um rearranjo em suas juncdes de contato e passam para
se concentrar na regido mais basal (Zovein et al., 2010). Posteriormente, a
ramificacdo deste vaso ocorre por brotamentos, processo denominado
angiogénese, e a presenca destes brotos altera o didametro do limen, sendo
importante para formacdo de vasos de diferentes calibres, como pode ser visto
na figura (Xu and Cleaver, 2011). Além das células endoteliais, outros
componentes celulares e ndo celulares estdo envolvidos na manutencéo da
integridade do vaso sanguineo, entre estes destacam-se: pericitos, células
musculares lisas, fibroblastos, e a matriz extracelular, além de diversos fatores

de crescimento (Murakami and Simons, 2009; Laschke et al., 2022).
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Figura 6: esquema mostrando o0 processo de angiogénese e as

estratégias experimentais para analise. Adaptado de (Laschke et al., 2022).

As estratégias atuais para criar um sistema vascular nos modelos 3D
tém se baseado na angiogénese criando estruturas semelhante a tubos, pois
nao existem métodos precisos de criacdo de estruturas com capilares com
menos de 10um, a adicdo de fatores angiogénicos, juntamente com fatores de
crescimento e proteinas da MEC e células endoteliais é essencial para iniciar a
angiogénese e alcancar a vascularizacao (Hauser et al., 2021; Ze et al., 2022).

Diversas tentativas tém sido realizadas para constru¢cdo de vasos em
modelos 3D, que podem ser divididas em estruturas estéticas, onde ha a
formacdo de um tubo que permite uma melhor difusdo do meio de cultura, e
técnicas em que o meio circule. Entre as técnicas que formam tubos temos: a
utilizacdo de esferas de diferentes linhagens celulares e adicdo de células
endoteliais, e adicdo de fatores angiogénicos, mostrando a formagéo de tubos

semelhantes a vasos ao longo da esfera (Heo et al., 2019; Muller et al., 2019).

Outra ferramenta se baseia no uso da bioimpressdo em que o hidrogel
carregado com célula é extruido mecanicamente, permitindo a deposicdo de
camadas uniformes e a combinacdo de técnicas. Han e seu grupo fizeram a
bioimpressédo de um tubo utilizando células endoteliais e sobre este colocaram

uma esfera e observaram a formagé&o de uma rede figura 7 (Han et al., 2020).
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Figura 7: imagem a esquerda representa esquema referente ao modelo
onde as células endoteliais HUVEC sao colocadas sobre uma matriz e apés

desenvolver uma rede vascular o esferoide é colocado sobre elas. A direita

27



imagem em microscopio confocal mostrando a formacédo dos vasos envolvendo
a esfera. Adaptado de: (Han et al., 2020)

Existem ainda os modelos que permitam a circulacdo continua do meio
de cultura em contato com as células, com destague para os sistemas
baseados em plataformas de microfluidica como a técnica de organ on a chip,
que utiliza a impressédo 3D por litografia para criar um molde com pogos e
microcanais. Esse molde é copiado em elastdmero de silicone onde, as células,
esferas ou microfragmentos de tecidos sdo colocados e o meio € perfundido
com auxilio de uma bomba de infusdo (Low et al., 2021; Leung et al., 2022)
figura 8. Os chips individualizados para o 6rgao de interesse replicando as
caracteristicas celulares e extracelulares deste que podem responder a sinais
bioquimicos e fisicos para manter e simular sua fun¢do. Por meio do desenho
do chip podemos controlar a dinamica de perfusdo que pode ser determinada
em quantidades minimas como picolitros, e ainda coletar esse meio para

analises (Hargrove-Grimes et al., 2021)

a Conceptualization b Material selection < Selection of d Supporting life
and design and fabrication biological elements inside devices

Figura 9: mostrando as etapas a serem observadas para confecgéo de
um dispositivo organ on a chip e o modelo simplificado de perfusdo. Adaptado
de: (Leung et al., 2022)
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Todos estes aspectos fazem com que o organ on a chip tenha a maior
relevancia fisiologica entre os modelos de cultura, porém a montagem ocorre
em uma escala reduzida. Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de
um dispositivo para cultura celular que permita o uso em escalas maiores e que
também permita uma circulacdo do meio para as células mais semelhante ao
gue vemos nos seres Vivos, a disponibilizacdo constante, criacdo de gradientes
de difusdo de nutrientes/farmacos e possibilidade de co-cultivo com outros
tipos celulares como células endoteliais e do sistema imunolégico, e a coleta de
subprodutos liberados pelas células e/ou metabolizados no meio de cultura.
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2. HIPOTESE
O aprimoramento da técnica de cultivo 3D para pele/mucosa através de
desenvolvimento de hidrogel de maior rendimento e de técnicas avancadas de
cultivo celular pode melhorar a representatividade biolégica e a economicidade

de recursos para a realizacao de ensaios pré-clinicos de larga escala.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Aperfeigoar um modelo in vitro tridimensional de pele baseado em
cultura organotipica 3D, e criar ferramentas para circulagdo do meio de cultura

por perfusao.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Avaliar como diferentes fontes de colageno influenciam na

confeccdo do modelo e sua relagdo com as células

3.2.2 Avaliar os efeitos da adicdo de componentes da matriz extracelular

ao modelo sobre o desempenho e a representatividade biolégica.

3.2.3 Desenvolver um dispositivo que permita a perfusédo e recirculacdo

do meio de cultura para ser utilizado em cultura 3D
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4 RESULTADOS

4.1 Artigo 1

O seguinte artigo refere-se aos objetivos especificos 3.2.1 e 3.2.2. E foi
submetido a revista Connective Tissue Research. Fator de impacto em 2023:
3.34.

A cultura celular € uma ferramenta essencial para a compreensao de varios
processos celulares e dos mecanismos de desenvolvimento de doencas. Ha
uma tendéncia crescente para a criagdo de modelos que sejam cada vez mais
fisiologicamente semelhantes aos tecidos vivos. Consequentemente, ha um
esforco continuo para desenvolver modelos 3D que incorporem diferentes tipos
de células e componentes do microambiente celular. A utilizacdo de culturas
organotipicas a base de hidrogéis, como o colageno, tem se mostrado
promissora para esses fins. Este estudo avaliou o comportamento do colageno
extraido da cauda de rato e do tenddo de porco em um modelo organotipico de
pele e a influéncia dos componentes da matriz extracelular (fibronectina e
laminina) neste modelo. Observamos que o uso de coldgeno suino resultou em
um modelo com epitélio menos permeavel suportado por uma matriz mais
porosa e maior atividade de fibroblastos. A adicdo de componentes da MEC
levou a um epitélio mais espesso e maduro e aumentou a atividade dos
fibroblastos. O uso de colageno suino mostrou-se eficiente, sendo que a adicao
de componentes da MEC potencializa o modelo de pele artificial.

32



4.2 Patente

O relatério descritivo da patente de invencdo e carta de concessdo. CARTA
PATENTE N° BR 102018012631-8, referem-se ao desenvolvimento do objetivo
especifico 3.2.3.

Um ponto chave a ser elucidado nas técnicas de cultivo 3D € o da perfusdo do
meio de cultura de forma a mimetizar o que ocorre in vivo. Por mais que as
técnicas de microfluidica evoluiram nos ultimos tempos, ainda é necessaria a
criacdo de dispositivos que possam ser utilizados em escalas maiores. A
patente a seguir descreve um dispositivo que pode ser utilizado no cultivo 2D e
3D que permite uma circulagdo automatizada do meio de cultivo, sua

recirculacdo e captacao para analise de conteudo.
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Relatério Descritivo de Patente de Invencao

DisposITIVO, METODO E SISTEMA DE CULTIVO CELULAR

Campo da Invencgéo

[0001] A presente invencdo descreve um dispositivo de cultivo celular,
ummeétodo de utilizacdo deste dispositivo e um sistema de cultivo celular que
compreende este dispositivo que permite a circulacdo continua do meio de
cultura e sua drenagem. A presente invencdo se situa nos campos da

medicina,biologia e areas farmacéuticas.

Antecedentes da Invencéao

[0002] O cultivo celular € uma pratica muito difundida utilizada para
avaliar o comportamento celular, analise de diferentes doencas, teste de
novas drogasou cosméticos entre outros. As técnicas para cultivo necessitam
de recipientes para acomodar as células e um meio liquido que contém os
nutrientes necessarios para o desenvolvimento, replicacdo e organizacdo
das células. A necessidade de deposicao e troca do meio de cultura celular
ocorre tanto em culturas celulares bidimensionais e tridimensionais ou
organotipicas. O processo de troca deste meio é realizado manualmente
sobre as células em diferentes intervalos de tempo, que pode ocorrer
diariamente ou em intervalos maiores. Isto gera um maior gasto de tempo,
maior risco de contaminacado da cultura, dificuldade de acesso aos nutrientes
para células localizadas em niveis mais baixos de culturas tridimensionais e
baixa padronizacédo da disponibilizacdo de reagentes, visto que ocorre uma
diminuicdo gradativa dos nutrientes e/ou farmacos disponiveis para as
células com o passar do tempo de cultivo.

[0003] Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e

patentaria, foram encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o
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tema:

[0004] O documento Falcon® Product Selection Guide revela garrafas
de cultura ou placas para cultura celular, com diversos tamanhos e
capacidades para deposicao de células para cultivo celular. Nas placas, as
células sdo depositadas juntamente com o meio de cultura, que fica sobre as
células, sendotrocado manualmente. Existem ainda biorreatores para cultivo
celular, utilizados quando se necessita de um cultivo em ampla escala,
utilizados pincipalmente para produgdo de proteinas e outros derivados
celulares. Estes equipamentos possuem um sistema de injecdo e remogao
de meio na superficie da cultura, o que dificulta difundi-lo por toda a cultura e
nao permitem a circulacéo continua deste meio.

[0005] Os documentos WO02017122658-A1, WO02016157378-A,
W02016133209-A1, US2015344833-A1, JP2007020411 A, US5424209 e

W02013069309 Al revelam dispositivos que se propdem ao cultivo celular e
realizam uma troca automatizada do meio. O método de troca de meio
proposto por estes documentos se baseia na deposicdo de meio sobre as
células e remocdo realizada por uma descarga acionada quando o meio
atinge determinado nivel. Estas solucbes, entretanto, ndo permitem a
circulacdo continua de meio e sua deposicdo sobre as células dificulta
difundi-lo por toda acultura.

[0006] Os documentos DE2812640 Al e DE2813389 Al revelam um
dispositivo que faz a troca do meio através de um sistema de pipetacéo
automatico. Sua deposicdo sobre as células, entretanto, dificulta difundir o
meiopor toda a cultura.

[0007] Os documentos WO02005059088 A1, GB0914195 DO,
EP0866119

A2 e CN1900265 A revelam uma espécie de placa para cultura de celular,
mas que nao se dispde a realizar uma troca automatizada do meio.

[0008] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, nao
foram encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos
da presente invencdo, de forma que a solucdo aqui proposta possui
novidade e atividade inventiva frente ao estado da técnica.

[0009] E ausente no estado da técnica um dispositivo que permite a
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troca automatizada de meio, por circulagdo continua do meio de cultura,
através de infusdo, e uma remocao mecanica deste por sucgcdo a vacuo e,
além disso, permita que o meio se perfunda entre a base utilizada para
culturas celulares tridimensionais, também chamadas de organotipicas,

propiciando ambiente semelhante ao encontrado fisiologicamente.

Sumaério da Invencao

[0010] Dessa forma, a presente invencao tem por objetivo resolver os
problemas constantes no estado da técnica a partir de um dispositivo de
cultivo celular, um método de utilizagdo deste dispositivo e um sistema de
cultivo celular que compreende este dispositivo que permite a troca
automatizada continua de meio de cultura celular através de infuséo, e
permite sua drenagem por succdo a vacuo. Ainda, permite que o meio se
perfunda entre a matriz utilizada para culturas celulares bidimensionais e
culturas tridimensionais, também chamadas de organotipicas, propiciando
ambiente semelhante ao fisiolégico.
[0011] Em um primeiro objeto, a presente invencdo apresenta um
dispositivo de cultivo celular que compreende ao menos:

a. base(l);

b. conjunto de canaliculos; e

c. tampa(7);
em que,
- a base (1) possui ressalto de acomodacao (2) da tampa (7);
- a base (1) possui orificios (3) de passagem dos canaliculos;
- 0 conjunto de canaliculos possui canaliculos de circulagéo e
canaliculosde drenagem;
- os canaliculos de circulagdo possuem regido de entrada (4), regiao
commicro-orificios (15) e regido de saida (5);
- os canaliculos de drenagem possuem regido de saida (6) e regiao
commicro-orificios (16);
- a tampa (7) possui geometria de encaixe vedado na base (1).

[0012] Em um segundo objeto, a presente invenc¢ao apresenta um
método de cultivo celular implementado em um dispositivo de cultivo celular
conformedefinido anteriormente e que compreende ao menos as etapas de:
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selecao da vazao do meio de cultura celular;
b. injecdo automatizada e continua do meio de cultura na entrada
decanaliculos de circulacao;
c. perfusdo do meio de cultura pelos micro-orificios dos
canaliculosde circulacao;
d. saida automatizada e continua do meio de cultura na saida
decanaliculos de circulacao;
e. drenagem do meio de cultura pelos micro-orificios dos
canaliculosde drenagem; e
f. armazenamento de conteudo drenado.
[0013] Em um terceiro objeto, a presente invencdo apresenta um
sistemade cultivo celular que realiza a troca automatizada do meio de cultura
celular e compreende ao menos:
a. dispositivo de cultivo celular conforme definido anteriormente;
b. sistema de bombeamento;
c. sistema regulador de vazao do meio de cultura celular; e
d. dispositivo de armazenamento de conteudo drenado;
em que,
- o sistema regulador de vazédo do meio de cultura celular comanda o
sistema de bombeamento;
- o sistema de bombeamento compreende mecanismo de
bombeamento emecanismo de drenagem,;
- 0 mecanismo de bombeamento € ligado a entrada (11) e a saida (12)
dos canaliculos de circulacdo e ao dispositivo de armazenamento de
contetdo drenado;
- 0 mecanismo de drenagem é ligado a saida (13) dos canaliculos de
drenagem.

[0014] Ainda, o conceito inventivo comum a todos 0s contextos
de

protecdo reivindicados possibilita realizar a perfusdo homogénea do meio de
cultura entre a base utilizada para o cultivo, seja este bidimensional ou
tridimensional, de maneira automatizada e continua, reduzindo os riscos de

falhahumana e contaminacéo.
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[0015] Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente
valorizados pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no
segmento, e serdo descritos em detalhes suficientes para sua reproducao na

descricao a seguir.

Breve Descricdo das Figuras

[0016] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o conteudo do
presentepedido de patente, sdo apresentadas as presente figuras:

[0017] A figura 1 mostra uma concretizacdo da base (1) da presente
invencdo compreendendo ressalto de acomodacao (2) da tampa (7).

[0018] A figura 2 mostra uma concretizacdo do conjunto de canaliculos
da presente invencdo, compreendendo orificios (3) de passagem dos
canaliculos, regido de entrada (4) e regido de saida (5) dos canaliculos de
circulacao e regidode saida (6) dos canaliculos de drenagem.

[0019] A figura 3 mostra uma concretizagdo de uma regido de entrada
(4) dos canaliculos de circulagdo da presente invencdo, compreendendo
angulo (9)de canaliculos convergentes (10) que se unem em uma entrada
(11).

[0020] A figura 4 mostra uma concretizacdo de uma regidao de saida
(5) dos canaliculos de circulacdo da presente invencdo, compreendendo
angulo (9)de canaliculos convergentes (10) que se unem em uma saida (12).
[0021] A figura 5 mostra uma concretizacdo de uma regido de saida
(6) dos canaliculos de drenagem da presente invencdo, compreendendo
angulo (14) de canaliculos convergentes (10) que se unem em uma saida
(13).

[0022] A figura 6 mostra uma concretizacdo dos micro-orificios (15)(16)
doconjunto de canaliculos da presente invencéo.

[0023] A figura 7 mostra uma concretizagdo da tampa (7) da
presente

invencdo compreendendo geometria de encaixe na base (1).
[0024] A figura 8 mostra uma concretizacado da tampa (7) da presente
invencdo compreendendo geometria de encaixe na base (1) e saliéncias

removiveis (8) de troca gasosa da cultura com o meio externo da base.
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Descricao Detalhada da Invencéao

[0025] As descricbes que se seguem sdo apresentadas a titulo de
exemplo e ndo limitativas ao escopo da invencéo e fardo compreender de
formamais clara o objeto do presente pedido de patente.

[0026] Em um primeiro objeto a presente invencdo apresenta um
dispositivo de cultivo celular que compreende ao menos: base(1); conjunto
de canaliculos; e tampa(7).

[0027] A base (1) possui ressalto de acomodacéo (2) da tampa (7). Em
uma concretizagdo, sem que haja limitacdo do escopo da presente invencao,
o ressalto de acomodacdo (2) da tampa (7) € um degrau positivo e se
encontra naparte externa da base (1).

[0028] O conjunto de canaliculos possui canaliculos de circulacdo e
canaliculos de drenagem. Os canaliculos de circulagdo possuem regido de
entrada (4), regido com micro-orificios (15) e regido de saida (5). Os
canaliculosde drenagem possuem regido de saida (6) e regido com micro-
orificios (16). Oscanaliculos de circulacdo e os canaliculos de drenagem séo
arranjados paralelamente e intercalados entre si, abrangendo toda a cultura
celular distribuida na base (1).

[0029] A base (1) possui orificios (3) de passagem dos canaliculos. A
regido de entrada (4) dos canaliculos de circulacdo compreende angulo (9)
de canaliculos convergentes (10) que se unem em uma entrada (11). A
regido de saida (5) dos canaliculos de circulacdo compreende angulo (9) de
canaliculos convergentes (10) que se unem em uma saida (12). A regido de
saida (6) dos canaliculos de drenagem compreende angulo (14) de
canaliculos convergentes

(10) que se unem em uma saida de drenagem (13). Em uma concretizacéo,
sem

gue haja limitacdo do escopo da presente invencdo, em uma das paredes
lateraisda base (1) existem orificios (3) para passagem dos canaliculos de
circulagdo, que fornecem o meio de cultura para o sistema, e na parede

oposta ha orificios
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(3) com as mesmas medidas para a saida dos canaliculos. Ainda, na parede
onde estdo os orificios (3) de saida, os orificios (3) para saida dos
canaliculos de drenagem do meio de cultura sédo dispostos entre os orificios
(3) para passagem dos canaliculos de circulagéo.

[0030] A tampa (7) possui geometria de encaixe vedado na base (1) e
compreende saliéncia removivel (8) de troca gasosa da cultura com o meio
externo da base. Em uma concretizacdo, onde se deseja que a cultura
celular ndo troque gases com o meio externo do dispositivo de cultivo
celular, a tampa

(7) realiza encaixe vedado na base (1), impedindo tais trocas gasosas. Em
uma concretizacdo, onde se deseja que a cultura celular realize trocas
gasosas com o0 meio externo do dispositivo de cultivo celular, utiliza-se
saliéncias removiveis

(8) que permitem tais trocas gasosas.

[0031] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta um
métodode cultivo celular implementado em um dispositivo de cultivo celular
conforme definido anteriormente e que compreende ao menos as etapas de:
selecdo da vazdo do meio de cultura celular; injecdo automatizada e
continua do meio de cultura na entrada de canaliculos de circulagcéao
perfusdo do meio de cultura pelos micro-orificios dos canaliculos de
circulacdo; saida automatizada e continua do meio de cultura na saida de
canaliculos de circulacéo; drenagem domeio de cultura pelos micro-orificios
dos canaliculos de drenagem; e armazenamento de contetdo drenado.
[0032] O método de cultivo celular implementado no dispositivo de
cultivo celular da presente invencdo compreende etapa de selecdo de
cultura celularbidimensional e/ou tridimensional. Em uma concretizagcéo, ao
utilizar umdispositivo de cultivo celular da presente invencdo, 0 usuario
pode cultivar células de maneira bidimensional laminar, ou tridimensiona
organotipica. [0033] O método de cultivo celular da presente
invencdo compreende etapa de selecdo de numero de tipos celulares em
cultura simultanea. Em uma concretizacdo, ao utilizar um dispositivo de
cultivo celular da presente invencao,o usuario pode cultivar simultaneamente

mais de um tipo de células.
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[0034] Em um terceiro objeto, a presente invencdo apresenta um
sistemade cultivo celular que realiza a troca automatizada do meio de cultura
celular e compreende ao menos: dispositivo de cultivo celular, definido na
presenteinvencgao; sistema de bombeamento; sistema regulador de vazé&o do
meio de cultura celular; e dispositivo de armazenamento de contetdo
drenado.

[0035] O sistema regulador de vazdo do meio de cultura celular
comanda o sistema de bombeamento. O sistema de bombeamento
compreende mecanismo de bombeamento e mecanismo de drenagem. O
mecanismo de bombeamento é ligado a entrada (11) e a saida (12) dos
canaliculos de circulagdo e ao dispositivo de armazenamento de conteudo
drenado. O mecanismo de drenagem € ligado a saida (13) dos canaliculos
de drenagem. Em uma concretizacao, para uma cultura celular que necessite
de elevada trocados insumos do meio, o sistema regulador de vazédo aciona
o sistema de bombeamento, que aciona 0 mecanismo de bombeamento para
bombear o meio pela entrada (11) do conjunto de canaliculos, projetando
parte do meio pelos micro-orificios (15)(16) e bombeando o restante pela
saida (12) dos canaliculos. Ainda, o sistema de bombeamento aciona o
mecanismo de drenagem que, ligado a saida (13) dos canaliculos de
drenagem, realiza a drenagem do meio que € produto da cultura celular,
armazenando-o em um dispositivo de armazenamento de contetdo drenado

para posterior aproveitamento.

Exemplos - Concretizagdes

[0036] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de
exemplificaruma das indmeras maneiras de se realizar a invencéo, contudo
sem limitar, o escopo da mesma.

Exemplo |

[0037] Em uma concretizacdo, o dispositivo de cultivo celular
compreende

um recipiente quadrilatero de dimensdes variadas, confeccionado em
material polimérico transparente e compreende ao menos uma base (1), um

conjunto de canaliculos e uma tampa (7), sendo o conjunto de canaliculos
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dividido em canaliculos de circulacdo e canaliculos de drenagem. Sua base
(1) possui em uma posicao proxima ao centro de sua altura um ressalto de
acomodacédo (2) datampa (7). Em uma de suas paredes laterais, existem
orificios (3) que servem de passagem para a regido de entrada (4) dos
canaliculos na base (1). Na parede lateral oposta, ha orificios com as
mesmas medidas para a regido de saida (5) dos canaliculos de circulacao, e
orificios para a regido de saida (6) dos canaliculos de drenagem. A tampa (7)
possui geometria para permitir o encaixena base (1) por meio do ressalto de
acomodacéo (2). Este encaixe impede a passagem de gases da parte interna
do dispositivo de cultivo celular para a parte externa e vice-versa, mas a
tampa (7) pode compreender saliéncias removiveis (8) que criam folga entre
a tampa (7) e a base (1) que permite trocas gasosas docultivo celular com o
ambiente externo do dispositivo. Os canaliculos de circulacdo recebem o
meio do cultivo celular por uma entrada (11), que se divide em canaliculos
convergentes (10), que sofrem uma inclinacdo em angulo (9) e transpassam
uma parede da base (1) em uma regido de entrada (4), atravessama base (1)
projetando o meio pelos micro-orificios (15) e chegam a uma regido de saida
(5), transpassando uma parede oposta da base (1), sofrem uma inclinacéao
em angulo (9) para canaliculos convergentes (10), que se unem em uma
saida (12). Os canaliculos de drenagem estdo em contato com uma parededa
base (1) e atravessam a base (1), de modo a estarem paralelos e intercalados
com os canaliculos de circulagcdo para melhor distribuicdo e captacdo do
meio, chegando até uma regido de saida (6), transpassando uma parede
oposta da base (1), de maneira a sofrer uma inclinagdo em angulo (14) para
canaliculos convergentes (10), que se unem em uma saida (13) que é
conectada a um dispositivo de armazenamento do conteudo drenado.

[0038] A entrada (11) e a saida (12) dos canaliculos de circulagéo
estdo conectadas a um mecanismo de bombeamento, que € comandado
por um sistema de bombeamento e bombeia o meio que sera inserido no
cultivo celular. A saida (13) dos canaliculos de drenagem esta conectada a
um mecanismo de drenagem, que pode ser uma bomba de vacuo, por
exemplo, e é comandado pelo sistema de bombeamento.

[0039] O sistema de bombeamento, por sua vez, € comandado por um
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sistema regulador de vazao do meio de cultura celular que regula a vazéao do
meio conforme parametros e comandos fornecidos pelo usuario. O usuario,
ao utilizar o dispositivo de cultivo celular, realiza uma etapa de selecdo de
cultura celular bidimensional e/ou tridimensional, onde é definido se a cultura
celular é laminar (bidimensional) ou organotipica (tridimensional). Ainda, o
usuario realizauma etapa de selecdo de numero de tipos celulares em cultura
simultanea, definindo se a cultura celular tem um unico tipo de células ou
mais de um tipo decélulas em cultura simultdnea. Ainda, o usuario realiza
uma etapa de selecdo da vazdo do meio na cultura. O dispositivo de
armazenamento do conteudo drenado conectado na saida (13) dos
canaliculos de drenagem armazena o produto drenado do meio de cultivo
celular para estudos posteriores e/ou utilizacdo para fins farmacéuticos,
médicos e/ou bioquimicos. A utilizacdo da presente invencao confere ao
cultivo celular reduz a contaminacao proveniente da troca manual domeio, o
arranjo do conjunto de canaliculos permite desenvolvimento homogéneo de
cultivos celulares bidimensionais e tridimensionais e a circulagao
automatizada constante assemelha o ambiente do cultivo celular a um
processofisioldgico dos seres vivos.

[0040] Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui
apresentados e poderdo reproduzir a invengcdo nas modalidades
apresentadas e em outras variantes, abrangidas no escopo das

reivindicacfes anexas.

Reivindicacfes

1. Dispositivo de cultivo celular caracterizado por compreender ao
menos:

a. base (1);

b. conjunto de canaliculos; e

c. tampa (7);
em que,
- a base (1) possui ressalto de acomodacao (2) da tampa (7);
- a base (1) possui orificios (3) de passagem dos canaliculos;

- o conjunto de canaliculos possui canaliculos de circulacdo e
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canaliculosde drenagem;

- os canaliculos de circulacdo possuem regido de entrada (4), regiao
commicro-orificios (15) e regido de saida (5);

- os canaliculos de drenagem possuem regido de saida (6) e regido
commicro-orificios (16);

- a tampa (7) possui geometria de encaixe vedado na base (1).

2. Dispositivo de cultivo celular de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de os canaliculos de circulacéo e os canaliculos de
drenagem serem arranjados paralelamente e intercalados entre si.

3. Dispositivo de cultivo celular de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes de 1 a 2, caracterizado pelo fato de a tampa (7) compreender
saliéncia removivel (8) de troca gasosa da cultura com o meio externo da
base.

4. Dispositivo de cultivo celular de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes de 1 a 3, caracterizado pelo fato de a regido de entrada (4)
dos canaliculos de circulacdo compreender angulo (9) de canaliculos
convergentes

(10) que se unem em uma entrada (11).

5. Dispositivo de cultivo celular de acordo com qualquer uma das
reivindicacfes de 1 a 4, caracterizado pelo fato de a regido de saida (5) dos
canaliculos de circulacdo compreender éangulo (9) de canaliculos
convergentes

(10) que se unem em uma saida (12).

6. Dispositivo de cultivo celular de acordo com qualquer uma das
reivindicacfes de 1 a 5, caracterizado pelo fato de a regido de saida (6) dos
canaliculos de drenagem compreender angulo (14) de canaliculos
convergentes

(10) que se unem em uma saida de drenagem (13).

7. Método de cultivo celular caracterizado por ser implementado em um
dispositivo de cultivo celular conforme definido na reivindicacdo 1 e
compreenderao menos as etapas de:

a. selecao da vazao do meio de cultura celular;
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b. injecdo automatizada e continua do meio de cultura na entrada
decanaliculos de circulacao;
c. perfusdo do meio de cultura pelos micro-orificios dos
canaliculos de circulagéo;
d. saida automatizada e continua do meio de cultura na saida
decanaliculos de circulacao;
e. drenagem do meio de cultura pelos micro-orificios dos
canaliculosde drenagem; e
f. armazenamento de conteudo drenado.
8. Método de cultivo celular de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado por compreender etapa de selecdo de cultura celular
bidimensional e/ou tridimensional.
0. Método de cultivo celular de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizado por compreender etapa de selecdo de numero de tipos
celulares em cultura simultanea.
10. Sistema de cultivo celular caracterizado por realizar a troca
automatizadado meio de cultura celular e compreender ao menos:

a. dispositivo de cultivo celular conforme definido na reivindicacao
1

b. sistema de bombeamento;

c. sistema regulador de vazao do meio de cultura celular; e

d. dispositivo de armazenamento de conteudo drenado;
em que,
- o sistema regulador de vazdo do meio de cultura celular comanda o
sistema de bombeamento;
- o sistema de bombeamento compreende mecanismo de
bombeamento emecanismo de drenagem;
- 0 mecanismo de bombeamento é ligado a entrada (11) e a saida (12)
dos canaliculos de circulagcdo e ao dispositivo de armazenamento de
conteudo drenado;
- 0 mecanismo de drenagem é ligado a saida (13) dos canaliculos de

drenagem.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

Por muitos anos o cultivo de células 2D foi o padrdo para os mais
variados tipos de estudo, que permitiram grandes avancos na nossa
compreensao sobre complexa maquinaria celular, sobre o0s processos
fisioldgicos que ocorrem em homeostase para o correto funcionamento de
tecidos, 6rgaos e sistemas, 0 que podemos chamar de salde. Estes estudos
serviram para elucidar as alteracdes que ocorrem em niveis moleculares e
levam ao desenvolvimento das doencas, bem como para teste da acdo de

farmacos.

Se criou um padrdo de ensaios para o teste de novas drogas com
potencial terapéutico: ensaios in vitro utilizando a linhagem celular de interesse,
seguido de estudos in vivo com animais e ensaios clinicos randomizados de
fase 1, 2 e 3 que utilizam pacientes. Os dados mostram que milhares de
dolares sdo gastos anualmente na pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos, principalmente para o tratamento do cancer. Por mais que 0s
ensaios e as formas de andlises tenham se tornado mais precisos, pois hoje a
andlise de pequenas moléculas envolvidas em vias de sinalizagdo € muito
utilizada, o insucesso na transposicdo dos ensaios do in vitro para o in vivo
ainda é muito grande visto que em torno de 90% das drogas testadas falham

nos ensaios clinicos.

O avanco na compreensdao da forma como vemos a célula, tem
mostrado que 0s ensaios 2D representam parcialmente a complexidade
fisiolégica encontrada nos seres em vivos. As células depositadas em uma
monocamada, alteram a sua morfologia, pois a interacao célula a célula ocorre
em apenas uma dimensao, a polarizagdo nédo ocorre, genes acabam sendo
silenciados, o crescimento destas € limitado pelo espaco e pelos nutrientes
fornecidos pelo meio de cultura, o que altera o metabolismo celular. Como o
meio e o oxigénio chegam a todas as células de forma uniforme, ndo existe um

gradiente de dispersdo. Quando adicionamos drogas ao cenario, estas também
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ficam disponivel para todas células, o que acaba por superestimar o efeito
destas. O fato de utilizarmos somente uma linhagem de célula de cada vez e
analisarmos separadamente os efeitos em cada linhagem nédo condiz com as
inmeras interagbes entre células encontradas nos tecidos. Todos esses
fatores estdo relacionados aos insucessos quando transpomos 0s estudos in

vitro para os testes com animais.

Os modelos 3D surgiram como alternativa para enfrentar esses
problemas, sendo fisiologicamente mais complexos. Entre os modelos 3D em
uma escala de crescente representatividade biolégica nés temos: 0 ensaio de
esferas, as culturas organotipicas, os organoides e o “organ on a chip”. O
ensaio de esferoide é o de mais facil execugcdo, e se mostra um modelo
interessante no qual observamos que o comportamento natural das células é
de se agregar, e nessa esfera conseguimos um gradiente de difusdo de meio,
nutrientes e drogas. Ja os ensaios de cultura organotipica, buscam construir
um tecido que seja estruturalmente semelhante ao in vivo, seja em relacao a
morfologia, ao nimero de camadas ou quanto aos componentes celulares e
guimicos presentes. Ja o organoide € uma estratégia para construir um mini
orgdo com representatividade celular e funcional, construido a partir de células
tronco ou de fragmentos de biépsia sendo Util na investigacdo de distarbios
especificos do 6rgdo e como o silenciamento de genes alvo ou um farmaco
afeta o desenvolvimento e progressdo da doenca. E, por fim, o “organ on a
chip” que pode utilizar os modelos ja citados, permitindo uma interagao entre

diferentes células, tecidos ou 6rgéos por meio de um sistema de microfluidica.

Os modelos 3D apresentam maior desafio técnico para confeccéo, e a
necessidades de algo que sustente estas células. Neste ponto os hidrogéis,
que sdo amplamente utilizados, estes podem ser sintéticos ou naturais, e
devem apresentar biocompatibilidade permitindo que as células consigam se
aderir e proliferar. As pesquisas buscam criar alternativas para que se consiga
alterar as propriedades fisicas dos hidrogéis, de forma a ajustar a viscosidade,
a capacidade de moldar esse a um formato previamente estabelecido e que
tenha a porosidade adequada ao tipo celular que se deseja trabalhar (Chai et
al., 2017)
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Entre os hidrogéis naturais, o colageno do tipo | tem sido muito utilizado.
O colageno € o componente principal da matriz extracelular dos seres vivos, e
possuem uma capacidade biomimética formar um rede polimérica em as
células encontram suporte para aderir, porém possui uma fraca resisténcia
mecanica (Cao et al., 2021). Nesta tese, foi utilizado o coldgeno extraido de
cauda de rato e de tenddo suino, sendo que o tenddo suino apresenta
vantagem quanto a sua facil obtencdo e um maior rendimento de producéo
quando comparado com colageno de cauda de rato. O colageno suino produz
uma matriz mais porosa o que pode melhorar difusdo do meio de cultura e
oxigénio para o interior da matriz, o que pode estar relacionado ao aumento na

proliferacédo de fibroblastos e na secrecao de fatores da matriz extracelular.

A matriz extracelular além do colageno é composta por diversas
glicoproteinas que ndo s6 fornecem um arcabouco de sustentacdo para as
células, mas estabelecem uma relacdo com as células, atuando na adeséao,
proliferacdo e migracdo celular. A adicdo de fibronectina e laminina na matriz
extracelular mostrou-se eficaz: a laminina adicionada ao coladgeno de suino
aumentou a espessura da camada epitelial, jA a fibronectina, laminina ou a
associacdo delas levam a um aumento dos marcadores epiteliais, filagrina,
aquaporina e queratina 10, provavelmente por melhorar a adesdo das células

epiteliais ao colageno.

H& uma crescente corrente que busca a substituicdo do uso de animais,
para testes laboratoriais de cosméticos e farmacos. Modelos comerciais de
pele e mucosa, ja sdo bem aceitos para testes na indlstria cosmética, para
avaliacao de seguranca e eficacia de novos produtos (Bédard et al., 2020). Um
outro campo a ser explorado € o de desenvolvimento de modelos de doencas
como o cancer oral, mal de Alzheimer, ou doencas genéticas. A possibilidade
de utilizar linhagens tumorais ou de fazer a manipulagdo génica de células
normais, permite avancos na forma como entendemos as doencas e de como

os farmacos interagem com estes tecidos e 6rgaos (Powell, 2018).

Na ultima década avancos no isolamento, cultivo e diferenciacdo de
células tronco pluripotentes permitiu avangos no desenvolvimento de
organoides, que recapitulam a diferenciacdo celular, padronizacdo espacial e
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morfogénese. Hoje temos exemplos de organoides de regides cerebrais,
pulmao, figado, intestino estbmago, rim. E a possibilidade de manipular esses
organoides, aprofundando o conhecimento sobre a organogénese, ou sobre a
desenvolvimento de patologias, faz desses modelos uma excelente ferramenta
para o descobrimento de vias com potencial terapéutico, para a descoberta de
medicamentos, diagndsticos complementares personalizados, terapia celular e
teste de farmacos (Clevers, 2016; Zhao et al., 2022). Se aliarmos estes
organoides a sistemas de microfluidica, estabelecemos modelos que conectam
sistemas diferentes, permitindo a circulagdo de meio e a troca de moléculas e

analises mais acurados do efeito de drogas (Park et al., 2019).

Estes modelos podem ser utilizados, no desenvolvimento de estratégias
de medicina personalizada, que leva em consideracdo as caracteristicas
individuais de cada paciente para individualizar o diagnostico e tratamento das
doencas, o0 que reduz custos de tratamento e otimiza resultados. Um exemplo &
o tratamento do cancer, onde ja existem estudos que utilizam fragmentos de
biopsia levadas ao laboratério e cultivadas, passando por avaliacdes
gendmicas e de perfil molecular, desenvolvendo uma abordagem terapéutica,
qgue leve em conta a especificidade do tumor e que possa ser testada in vitro

em modelos de organoides (Bose et al., 2021; Zhou et al., 2021).

A escolha do modelo 3D vai depender do tecido que se quer mimetizar,
de quais analises pretendemos realizar, o tipo do hidrogel pode variar de célula
para célula, outros componentes, celulares ou proteicos da matriz extracelular
também podem ser incorporados, bem como fatores de crescimento, numa
tentativa tornar o mais fisiologicamente semelhante ao tecido. O ramo da
bioengenharia de tecidos avanca na base de tentativa, erro e acerto.
Modificando estruturas combinando elementos na busca por um “blend” ideal

que satisfaca as células.
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6 PERSPECTIVAS

Com o avanco da tecnologia e a popularizagdo da técnica de cultivo
celular, observa-se a tendéncia de que os modelos de cultivo se tornem mais
complexos e que consigam representar com maior precisdo 0S processos
metabalicos e fisioldgicos. A busca de alternativas para melhorar a extracdo de
coldgeno e a pesquisa de novos hidrogéis com boas propriedades
biomiméticas € um campo promissor nos proximos anos, bem como a adi¢do
de outros fatores presentes na matriz extracelular, de forma a se produzir

biotintas especificas com potencial uso em humanos (ex.: cicatrizacao).

7z

Outra necessidade é a de substituicdo do colageno por hidrogéis
sintéticos, que possuam as mesmas caracteristicas biomiméticas e de
biocompatibilidade do coldgeno e que possa ser produzido de forma
padronizada e em larga escala. Adicionalmente, o desenvolvimento de
componentes da matriz extracelular sintéticos que possam ser utilizados nos
modelos substituindo as proteoglicanos, glicosaminoglicanos e glicoproteinas
adesivas observadas na MEC em seres vivos. Entretanto, para se obter os
melhores hidrogéis sintéticos, ainda torna-se necessario estabelecer o padrdo
ouro de composicao e inducéo dos estratos de pele/mucosa artificial.

O desenvolvimento de sistemas de circulacdo que trabalhem em macro
escala, devem ser pesquisados para suprir a demanda por andlise de
metabdlitos e teste de biodisponibilizacdo de drogas. Adicionalmente, o co-
cultivo com células endoteliais permitird o melhor entendimento das relacdes
entre células, como a liberacdo de fatores de crescimento necessarios para o

pleno desenvolvimento do ambiente 3D mais complexos.

No caso da Odontologia, o aprimoramento da técnica de cultura 3D
permitira o estabelecimento de outros modelos in vitro para estudos basicos e
aplicados, tendo com o principal exemplo o carcinoma espinocelular oral e

desordens potencialmente malignas.

Portanto, o investimento em tecnologia e na formagdo de recursos

humanos especializados torna-se fundamental para o desenvolvimento da
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industria 4.0 na area da saude, com potencial uso na Medicina, e Odontologia,

personalizada.
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