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RESUMO

Introducdo: Modelos com maior capacidade preditiva e que produzam resultados
a custos mais baixos e em prazos menores sao necessarios para o desenvolvimento
de farmacos. Os sistemas microfisioldgicos (SMF) que cultivam tecidos humanos em
histoarquitetura tridimensional (3D) apresentam-se como alternativas promissoras para
esses objetivos. Objetivo: Este trabalho de revisao tem por objetivo abordar o estado
da arte mundial do desenvolvimento dos SMF e ilustrar a experiéncia brasileira inicial
com essa tecnologia. Métodos: A pesquisa e coleta de dados abrangendo a tematica
“Sistemas Microfisiologicos”, e os subtemas “Dispositivos Microfluidicos” e “Cultura 3D
de Células Humanas”, foi baseada em busca eletronica no Portal de Periddicos Capes,
nas bases de dados cientificas Scopus, PubMed e Science Direct e utilizando a ferramenta
de busca Google Scholar. Resultados: Dentre os sistemas microfisiologicos existentes, os
que sao caracterizados pelo cultivo de tecidos humanos organizados em histoarquitetura
tridimensional em dispositivos microfluidicos foram recentemente introduzidos, como
sendo os mais promissores. Além disso, entre os anos 2000-2017, registramos aumentos de
aproximadamente 12, 985 e 380 vezes no numero de publicacées académicas relacionadas
as areas de Microfluidica, Organ-on-a-Chip e SMF respectivamente, ilustrando o impacto
dessa tecnologia atualmente. Conclusées: Essa tecnologia relativamente recente tem
alto potencial para superar as limitacées dos modelos experimentais in vitro atuais.

PALAVRAS-CHAVE: Human-On-a-Chip; Organoides; Disease-on-a-Chip; iPSC; Sistemas
Microfisioldgicos

ABSTRACT

Introduction: Models with higher predictive capacity and able to produce results at lower
costs and in shorter times are needed for drug development. The microphysiological systems
(MPS) that cultivate human tissues in three-dimensional histoarchitecture (3D) are promising
alternatives for these objectives. Objective: This review work aims to address the state of
the art of SMF development and illustrate the initial Brazilian experience with this technology.
Method: The research and data collection covering the theme “Microphysiological Systems”,
and the subtopics “Microfluidic Devices” and “3D Culture of Human Cells”, was based on
electronic search in Capes Journals Portal, scientific databases Scopus, PubMed and Science
Direct and with the Google Scholar search tool. Results: Among the existing microphysiological
systems, those that are characterized by the culture of human tissues organized in three -
dimensional histoarchitecture in microfluidic devices were recently introduced, as being the
most promising ones. In addition, between the years 2000-2017, we recorded approximately
increases of 12, 985 and 380 times in the number of academic publications related to the
areas of Microfluidics, Organ-on-a-Chip and MPS respectively, illustrating the impact of
this technology today. Conclusions: This relatively recent technology has high potential to
overcome the limitations of current in vitro experimental models
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INTRODUCAO

Os testes pré-clinicos na pesquisa médica/biolégica e no desenvol-
vimento de farmacos frequentemente nao predizem com acuracia
as respostas observadas em seres humanos, levando a altas taxas
de atrito'. A agéncia federal americana Food and Drug Adminis-
tration (FDA) estima que 92% dos medicamentos aprovados em
testes com animais falham em seres humanos. Os modelos animais
garantem acesso a fisiologia sistémica incluindo a distribuicéo e
metabolizacdo em varios tecidos, a resposta do sistema imune, a
influéncia dos microambientes e das barreiras e interacoes 6rgao-
-0rgao, bem como as respostas comportamentais. No entanto,
ja foi demonstrado que a distancia filogenética entre humanos
e animais (por exemplo: ilustrada por alteracoes ou diferencas
protedmicas) diminuem seu poder preditivo?*+>¢, Portanto, é
clara a necessidade de modelos com maior capacidade preditiva
e que também reduzam o tempo e os custos do desenvolvimento
de substancias ou produtos pertencentes a diversos setores indus-
triais tais como farmacos, produtos alimenticios, cosméticos,
sanitizantes e produtos agropecuarios para citar alguns exemplos.

Atualmente, a quase totalidade dos testes de seguranca exigidos
pelas autoridades regulatérias para farmacos € realizada em ani-
mais. As poucas excecoes nao sao suficientes ao cumprimento da
regulamentacao exigida’®. Os métodos in silico (simulacdes compu-
tacionais) ja estao disponiveis no Brasil com o apoio da Rede Nacio-
nal de Métodos Alternativos® (RENAMA). Esses métodos sao Uteis
para a avaliacao de viabilidade, mas insuficientes para o desenvol-
vimento e registro de produtos inovadores, exigindo métodos expe-
rimentais in vivo ou o desenvolvimento de alternativas in vitro. Os
dispositivos microfluidicos ou chips, que combinam tecidos huma-
nos em um arranjo tridimensional e condicdes estaveis de homeos-
tase, podem se tornar a solucao para esse problema™. Na maioria
das vezes, células humanas cultivadas em duas dimensdes nao con-
seguem recapitular de forma adequada e nem abranger todos os
aspectos funcionais dos tecidos, bem como das interfaces tecido-
-tecido e da dindmica dos 6rgéos do corpo humano'213415, Tecidos
modelados a partir de células humanas em microdispositivos podem
melhorar a acuracia preditiva de estudos pré-clinicos de eficacia e
seguranca de medicamentos, cosméticos e outras substancias ou
produtos relacionados ao uso em humanos' %131,

O principio dos 3Rs (Replacement, Reduction and Refinement)
foi desenvolvido em 1959 por Russell e Burch'7, propiciando
a consolidacdo dos métodos alternativos. O termo “métodos
alternativos” pode ser definido como abordagens que tenham
um ou mais dos seguintes desfechos: 1) métodos que induzam a
reducédo do nimero de animais experimentais usados em deter-
minado procedimento ou reducdo para o minimo necessario. 2)
refinamento da metodologia que culmine com a reducao signifi-
cativa da dor ou desconforto sofrido pelos animais. 3) métodos
que nao utilizem animais - substituicao completa de animais em
determinado procedimento ou avaliacao™.

A crescente pressédo ética e politica sobre a implementacéao de
acoes que objetivassem a substituicdo do uso de animais de
experimentacdo deu origem a adocdo, em 2009, pela Unido
Europeia, do requisito regulamentar que prevé a avaliacao de
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seguranca de ingredientes cosméticos através de testes que nao
usem animais'. Em 2013, a Unido Europeia baniu oficialmente o
uso de animais para pesquisas de desenvolvimento de cosméticos
- ingredientes e produtos acabados - comercializados no bloco®.

Essas acoes representaram um grande incentivo ao desenvolvi-
mento e a adogao de métodos alternativos no mundo e no Bra-
sil. O empenho e compromisso brasileiros com a promocao, a
implementacdo, o desenvolvimento e a validacao de métodos
alternativos ao uso de animais propiciou a criacdo da RENAMA, em
julho de 2012 pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao
(MCTI) e em setembro de 2012, do Centro Brasileiro de Validacao
de Métodos Alternativos (BraCVAM), uma parceria entre a Agén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e o Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude da Fundacado Oswaldo Cruz
(INCQS/Fiocruz). Estas foram as primeiras parcerias na América
Latina com o intuito de coordenar acdes que pudessem propiciar a
reducado, refinamento ou substituicao do uso de animais de expe-
rimentacdo no Brasil*'. Neste sentido, o Laboratorio Nacional de
Biociéncias (LNBio), um dos trés Laboratorios Centrais da RENAMA
(LNBio, Instituto Nacional de Metrologia Qualidade e Tecnologia
[Inmetro] e INCQs) iniciou em 2015 o projeto Human-on-a-Chip
visando a implementacéao e nacionalizacao da tecnologia baseada
em sistemas microfisiologicos (SMF), com perspectivas de futuros
desdobramentos que possam vir ao encontro do principio dos 3Rs.

Este trabalho de revisao aborda o estado da arte mundial do
desenvolvimento dos SMF, com énfase nos que cultivem organoi-
des humanos sob microfluidica, e ilustra a experiéncia brasileira
inicial com essa tecnologia.

METODO

A pesquisa e coleta de dados que abrangeu o tema “Sistemas Micro-
fisiologicos”, bem como os subtemas “Dispositivos Microfluidicos” e
“Cultura 3D de Células Humanas” (3D = tridimensionais), foi rea-
lizada eletronicamente no Portal de Periédicos Capes, nas bases
de dados cientificas Scopus, PubMed e Science Direct e de forma
auxiliar com a ferramenta de busca Google Scholar. Este artigo
objetivou revisar e reunir de forma critica as principais informa-
cOes e atualizacbes sobre os topicos previamente citados. A busca
e a coleta abrangeram publicacdes realizadas a partir de 2003,
ano em que o desenvolvimento e os estudos na area de engenharia
tecidual e microfluidica tornaram-se mais robustos, até os princi-
pais trabalhos publicados recentemente na area de SMF. As buscas
também compreenderam o uso de palavras-chave ou termos, tais
quais: “métodos alternativos ao uso de animais em laboratorio”,
“poder preditivo de métodos in vitro para testes de substancias”,
Human-on-a-Chip, Body-on-a-Chip, Organ-on-a Chip, iPSC (induced
Pluripotent Stem Cells), organoides humanos, Disease-on-a-Chip,
sistemas microfisiologicos e microfluidica. Adicionalmente, essa
revisao foi complementada com um breve relato, que visa ilustrar
a experiéncia do LNBio até o momento, no desenvolvimento, profi-
ciéncia e implementacéo da tecnologia de SMF no Brasil em parce-
ria com a empresa alema TissUse. A plataforma é operada por uma
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unidade controladora acoplada a uma bomba de vacuo, e combina
um sistema de canais de microfluidica, com dois compartimentos
de cultura de tecidos, cada um do tamanho do poco das placas de
96 pocos (figado) ou de 24 pogos (intestino), como demonstrado na
Figura 1. O modelo construtivo do dispositivo microfluidico do 2-0OC
(Two-Organ-Chip) da TissUse possui dois compartimentos distintos
por circuito de cocultivo celular (Figura 1). Os 2-OC foram fabrica-
dos aplicando litografia suave padrdao e moldagem de réplicas de
polidimetilsiloxano (PDMS) (Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI,
USA). Esse dispositivo consiste de uma lamina de PDMS, contendo
as disposicoes dos canais, das microbombas e as aberturas para os
compartimentos de cultivo celulares, permanentemente ligada a
uma lamina de vidro (75 x 25 mm) para microscopia, por oxidac&o
de plasma de baixa pressao (Femto - Diener eletronic, Ebhausen,
Germany). Essa ligacdo permanente da origem a uma Unica peca
que possui microcanais com altura de 100 mm. As trés bombas
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peristalticas on-a-chip (construidas na lamina de PDMS) tém a espes-
sura de 500 mm. Esse microdispositivo para dois organoides (2-OC)
proporciona duas caracteristicas que melhoram sua funcionalidade:
acoplamento mecanico e comunicagao “humoral” entre os tecidos?.
0 volume para cultivar dois tecidos (figado e intestino por exemplo)
é de 900 pl por circuito. O volume extracelular total é de cerca de
1000 pl por circuito. A microbomba propicia um fluxo pulsatil estavel
do fluido ou meio de cultura. As superficies superior e inferior das
placas sao transparentes e permitem a visualizacao e a caracteriza-
cao morfoldgica dos organoides em tempo real. O sentido do fluxo
perfusor dentro dos compartimentos do chip, bem como a frequén-
cia do fluxo, sao determinados de acordo com os tipos de tecidos e
experimentos. No caso do 2-OC Intestino + Figado, o sentido do fluxo
foi do intestino para o figado (emulando a absorcéo intestinal e o
direcionamento do que foi absorvido ao figado pelo sistema porta) e
a frequéncia estabelecida foi a de 0,8 Hz?.

¢« Placa adaptadora

7 Camada de PDMS
&« (formato de uma lamina
para microscopia)

On-chip microbomba

I

C

Canais microfluidicos

Compartimento tecidual

Lamina de vidro

Suporte externo para
controle de temperatura

B
TYSSUSE
Emulating Human Biology
FrF A
Equivalente de intestino
Equivalente de figado
D

A) Desenho esquematico do modelo construtivo do dispositivo microfluidico TissUse. B) Vista de um corte longitudinal do 2-OC mostrando os
compartimentos de cultivo de equivalentes de intestino e figado. C) Vista inferior do 2-OC com destaque para os canais microfluidicos que
interconectam os compartimentos de cultivo tecidual. D) Plataforma 2-OC instalada e em operacao no LNBio - Unidade controladora (bomba

peristaltica) conectada ao 2-0OC.

Fonte: Adaptado de https://www.tissuse.com/en/products/2-organ-chip/ e de Maschmeyer et al. (2015).

Figura 1. Plataforma Two-Organ-Chip da empresa TissUse.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Organoides humanos

A emulacao da histoarquitetura existente in vivo é essencial para
a obtencao de respostas de relevancia fisiologica dos modelos
de 6rgaos humanos in vitro. A tridimensionalidade e a comu-
nicacdo intercelular sdo caracteristicas fundamentais a plena
expressdo fenotipica e funcional da maioria dos tecidos?’. Nao
menos importante é o contato entre diferentes tipos celulares.
0 microambiente complexo tridimensional no qual as células se
organizam in vivo possibilita a interacao entre diferentes tipos
celulares e entre as células e a matriz extracelular (MEC)2+25:26,

Organoides sao estruturas artificiais, que representam fragmen-
tos funcionais de orgaos, criadas para estudos in vitro capazes de
exercer as funcdes primordiais in vivo do 6rgdo correspondente?.
Sua concepcao conceitual parte das unidades morfofuncionais dos
respectivos orgaos. Por exemplo, os lébulos hepaticos represen-
tam as unidades morfofuncionais do figado, que possui cerca de 1
milhdo de lobulos. Cada lobulo contém cerca de 1 milhao de célu-
las de 20 diferentes tipos, principalmente hepatocitos. O formato
do lobulo é aproximadamente hexagonal com a veia hepatica no
centro e as triades hepaticas (veia porta, artéria hepatica e duto
biliar) nos vértices. Uma rede complexa de vasos sanguineos (sinu-
soide) as irriga®®. Unidades morfofuncionais similares podem ser
identificadas em cada 6rgao do corpo humano?.

Normalmente, os organoides sdo estruturas tridimensionais constitui-
dos por diferentes tipos celulares organizados em um arranjo deter-
minado (microestrutura). Um tipo de microestrutura muito popular
é o esferoide. A confeccdo de organoides esferoidais possui varios
aspectos benéficos que os tornam um modelo atrativo: sao faceis de
produzir e manusear, seu tamanho e composicdo podem ser contro-
lados de forma relativa (pois as células continuam a proliferar apos a
formacao da esfera) e nao necessitam de molde para a sua formacao.
Esta Ultima caracteristica permite que as células se arranjem de forma
espontanea durante o processo de agregacao, aumentando as chances
de apresentarem um fendtipo organotipico®®*', além do fato de esta-
rem livres da necessidade de aderéncia a qualquer tipo de superficie
nao fisiologica. Ainda, a possibilidade da utilizacdo de diferentes tipos
celulares no mesmo organoide esferoidal permite o surgimento de
contatos intercelulares heterotipicos, conferindo avango adicional nos
aspectos de funcionalidade e diferenciacdo teciduais?>?.

Outros modelos teciduais tridimensionais confeccionados in vitro,
também muito convenientes e utilizados, sao os organoides de
barreira, dos quais pode-se citar a barreira intestinal, barreira
renal constituida de células epiteliais do tubulo proximal ou por
podacitos glomerulares, cornea, pele, barreira hematoencefalica.

Dispositivos microfluidicos

Apesar de haver uma grande diversidade de SMF, a maioria deles
é baseada em dispositivos microfluidicos que buscam mimetizar o
ambiente celular de um ou mais 6rgaos humanos?®. O termo micro-
fluidica diz respeito ao fluxo de liquidos em canais de dimensdes
micrométricas, ou seja, menores do que 1 mm em pelo menos
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uma dimensao*. Dispositivos microfluidicos sao formados por con-
juntos de microcanais interconectados que podem ser divididos
em duas categorias: 1) sistema microfluidico passivo com fluxo
determinado pela forca da gravidade e 2) sistema microfluidico
ativo com fluxo determinado pela acdo de uma bomba que pode
ou nao ser parte de uma unidade controladora. A rede de micro-
canais entalhados no chip pode ser acessada através de aberturas
(entradas e saidas) que conectam o interior ao exterior. E através
desses orificios que os tecidos humanos, substancias e meio de
cultura sdo integrados ou retirados do dispositivo microfluidico,
com o uso de tubos, adaptadores de seringas, pipeta etc. Também
por essas aberturas os chips sao conectados aos sistemas ativos
externos (controle de pressao, seringa ou bomba peristaltica) ou
formas passivas (por exemplo, pressao hidrostatica).

Ao se projetar um SMF é essencial estabelecer o regime de fluxo
a ser adotado no dispositivo microfluidico.

A escolha dos materiais para a construcao dos dispositivos micro-
fluidicos deve levar em conta seus possiveis impactos no cultivo
celular e também as propriedades das substancias a serem testa-
das. Diversos materiais sao atualmente usados, tais como: poli-
mero (PDMS), silicone, ceramica, vidro e metais. A construcao
de cada um envolve processos especificos: deposicédo eletronica,
corrosao, moldagem por injecao, gravacao em relevo e litogra-
fia suave em PDMS. Os sistemas mais complexos sao geralmente
confeccionados com mais de um tipo de material.

O polimero PDMS é provavelmente o material mais utilizado para
a confeccdo dos dispositivos, pois € muito conveniente para o
cultivo celular. Trata-se de um elastémero transparente, perme-
avel a gases, biocompativel, de baixo custo e facil manipulacao.
Porém, o PDMS tem a desvantagem de poder adsorver e absorver
pequenas moléculas com propriedades hidrofobicas*?>%*, fato
que impacta de forma significativa na acuracia de predicoes
envolvendo o uso de tais substancias. Como alternativa pode-
-se fazer uso de polimeros termoplasticos como o policarbonato
(PC), polimetilmetacrilato (PMMA) e copolimero olefino ciclico
(COC) que nado adsorvem pequenas moléculas?.

Sistemas Microfisiolégicos: Organ-on-a-Chip e Human-on-a-
Chip (Body-on-a-Chip)

Diferentes, as Plataformas Microfluidicas de Cultivo Celular ou
SMF sao atualmente uma tecnologia que se encontra em fase de
desenvolvimento, demandando ainda consideravel avanco em bio-
engenharia. Os avancos realizados na ultima década na criacéo de
modelos in vitro de culturas biomiméticas, baseadas em microtec-
nologia, fomentaram um interesse mundial crescente no desen-
volvimento de plataformas que combinem tecidos humanos com
microfluidica, dando origem ao termo Organ-on-a-Chip. Neste
caso, a palavra chip deriva do inglés e refere-se a um dispositivo
fino e de pequenas dimensdes (podendo ou nao conter elementos
eletrénicos). Dependendo do nimero de 6rgaos e do desenvol-
vimento de diferentes microambientes celulares, pode-se ainda
utilizar os termos Human-on-a-Chip ou Body-on-a-Chip. Com essa
tecnologia, espera-se mimetizar in vitro a funcionalidade de
6rgaos humanos in vivo, com intuito de prever melhor os efeitos
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de substancias no corpo humano. O estimulo de cisalhamento con-
ferido pelo fluxo é importante para diversos aspectos funcionais
dos tecidos cultivados. Por isso, garantir o fluxo fisiologico e ade-
quado a cada caso é critico para o estabelecimento dos SMF.

Os projetos de SMF devem ser balizados na otimizacao dos pro-
cessos de confeccao e cultivo dos tecidos humanos, de maneira
que a acao do sistema microfluidico ou do sistema de perfusdo
propicie estimulo mecanico de cisalhamento em niveis capilar e
intersticial dentro de parametros fisiologicos. Além de permitir a
remocao de substancias secretadas ou metabdlitos e possibilitar
a interacao de células localizadas em compartimentos ou tecidos
diferentes, promove a criacao de microambientes com gradien-
tes biomoleculares e presenca de shear stress controlado?.

Tendo em vista que ha uma grande diversidade de tipos de SMF
(baseados em cultura 2D ou 3D, em organoides parenquimatosos ou
de barreira, em fluxo passivo ou ativo, contendo ou nao elemen-
tos eletrénicos, tais quais sensores, eletrodos etc.) e que, como
ja mencionado, o microambiente tridimensional in vivo no qual
as células apresentam relacoes entre si, com diferentes tecidos e
com a MEC, impactam diretamente na diferenciacao e funcao de
cada orgao, consideramos que os SMF constituidos de dispositivos
microfluidicos para cultivo de tecidos humanos 3D in vitro em um
ambiente controlado de estimulos mecanicos e eletrofisiologicos
proporcionam as melhores condicoes possiveis de emulacao?.

Organ-on-a-Chip

0 termo Organs-on-Chips séo sistemas microengenheirados biomimé-
ticos que contém canais microfluidicos que veiculam meio de cultura
com nutrientes e extraem catabolitos dos tecidos em cultivo. Podem
ser definidos alternativamente como modelos de 6rgéos humanos em
microescala (de 10 até 10 em relacdo ao tamanho original)*’:.

Os sistemas Organ-on-a-Chip buscam produzir niveis de funcio-
nalidade de tecidos e/ou organoides nao alcancados pelo cul-
tivo celular estatico, além de também possibilitar a analise em
tempo real de parametros bioquimicos e metabdlicos™?, tais
como albumina, lactato desidrogenase (LDH), glicose, O,, con-
centracdo de Glutationa (GSH), estado funcional de mitocon-
drias, estrutura e morfologia do nlcleo celular, estado redox,
concentracao de ATP etc. Esses parametros sdo monitorados por
meio de biossensores internos ou externos, através de imagens
microscopicas e analises do fluido coletado do sistema»+4',

Os modelos Organ-on-a-Chip equipados com acessorios de moni-
toramento e de deteccao (biosensores) podem conferir vantagens
importantes relacionadas a economia de tempo e melhora da
reprodutibilidade dos dados produzidos. Além do mais, a possibi-
lidade de monitoramento continuo in situ de respostas biologicas
induzidas por farmacos durante um longo intervalo de tempo é
crucial para adequada investigacdo dos parametros farmacolo-
gicos e, por consequéncia, para o aumento do poder preditivo
dos SMF. A empresa Emulate, Inc., do Wyss Institute, alocado na
Universidade de Harvard, desenvolveu microdispositivos que pos-
suem eletrodos embutidos para mensuracao de Resisténcia Elé-
trica Transepitelial (TEER), com intuito de monitorar de forma nao
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invasiva a formacao e a integridade de diferentes modelos in vitro
de 6rgéos de barreira, tais como o pulmao ou intestino®.

Outro exemplo vem do Centro de Pesquisa e Inovacao em Biomate-
riais da Escola de Medicina da Universidade de Harvard, que desen-
volveu todo um sistema de monitoramento continuo e automatizado,
em uma plataforma modular, integrada e equipada com multi-bios-
sensores com capacidade de deteccéo biofisica e bioquimica, inte-
grados a modulos de Organ-on-a-Chip. O sistema conta com uma
bomba peristaltica, um modulo de controle do fluxo microfluidico,
madulos contendo sensores biofisicos para O,, pH, temperatura e
contracao de células cardiacas, moédulo contendo sensores bioquimi-
cos para proteinas hepaticas (por exemplo: Glutationa S-Transferase
alfa, albumina), proteinas cardiaca (Creatina quinase), um mini-mi-
croscopio para monitoramento da morfologia dos organoides, além
de um maddulo de captura para bolhas do sistema®.

Assim esses SMF permitem emular de forma mais acurada as con-
dicoes do meio interno incluindo as condicdes de pressao e tem-
peratura, difusdo de nutrientes (glicose, aminoacidos e lipideos),
além de fatores humorais troficos e de crescimento™, bem como a
remocao mais eficaz de catabolitos. Os SMF possuem vias de difusao
microfluidicas que permeiam os tecidos a semelhanca dos capila-
res sanguineos e permitem o cultivo tridimensional com contato
intercelular e tracdo mecanica ou shear stress, responsaveis em
parte pela morfologia tissular. Essas caracteristicas proporcionam a
emulacao das condigoes in vivo e supostamente levam a um padrao
de resposta da preparacao mais semelhante ao de um organismo
vivo'3#4:4 como ja discutido anteriormente. Dessa maneira con-
clui-se que o advento da tecnologia Organ-on-a-Chip vem ao encon-
tro do reconhecimento de que a morfogénese celular, as interacoes
célula-célula, o ambiente biomecanico sao tdo importantes quanto
sao as células em si*#:4%5051.52 Como exemplos podemos citar a
orientacdo topografica®, definicdo espacial da cultura*>%% o
estimulo de cisalhamento e outros tipos de estimulo mecanico (esti-
ramento, compressao etc.)”*%%, e gradiente bioquimico®',

Essa tecnologia representa uma alternativa ao uso de animais em
aplicacbes farmacéuticas, quimicas e ambientais®.

Outros importantes exemplos de Organ-on-Chip vem mais uma vez da
empresa Emulate. Os organoides humanos cultivados isoladamente
até o momento incluem: pulmao (células endoteliais microvasculares
pulmonares com interface com células epiteliais alveolares)®?, vias
areas inferiores (células humanas primarias diferenciadas em epité-
lio mucociliar)*¢3, intestino (linhagem celular humana CaCo2)%, rim
(células epiteliais do tubulo proximal humanas)®>, e medula dssea
(células de rato)®. A Figura 2 ilustra o modelo de Chip da Emulate.
Nessa tecnologia, cada organoides mimetiza as interfaces celulares
de seu respectivo drgao, assim como algumas de suas caracteristicas
fundamentais, por exemplo o movimento peristaltico do intestino.

Em 2016 o Forum Econdmico Mundial selecionou especificamente
a tecnologia Organ-on-a-Chip como uma entre as dez mais emer-
gentes do mundo®’. Neste sentido, o campo de estudos relacio-
nado a sistemas microfluidicos, Organ-on-a-Chip e SMF experien-
ciou um grande salto no concernente ao nimero de publicacdes
académicas relacionadas ao longo das Gltimas duas décadas. Entre
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Fonte: Adaptado de Emulate (https://emulatebio.com/).

Figura 2. Exemplo de sistema Organ-on-a-Chip da empresa Emulate.

os anos 2000-2014 houve um aumento de aproximadamente 12
vezes, 985 vezes e 380 vezes do nimero de publicacdes académi-
cas relacionadas as areas de microfluidica, Organ-on-a-Chip e SMF
respectivamente (Grafico). O aumento das publicacées exempli-
fica a atividade e o interesse crescentes nessa tecnologia.

As palavras-chave “microfluidica” (microfluidics em Inglés),
“Organ-on-a-Chip” e sistemas microfisiologicos (Microphysiological
systems em inglés) foram buscadas pelo Google Scholar. Os nime-
ros de publicacoes encontradas por essa busca para cada um dos
oito intervalos de dois anos e para o intervalo de trés anos estao
representados no Grafico a partir do ano de 1998 até o ano de 2017.

Human-on-a-Chip

Os SMF baseados em cocultivo de dois ou mais 6rgaos interco-
nectados em um dispositivo de microfluidico sao comumente
chamados de Multi-Organ-Chips. Atualmente sao as plataformas
precursoras das futuras Human-on-a-Chip ou Body-on-a-Chip
que estao em fase de desenvolvimento e projetam acima de dez
orgdos interconectados® ja para o ano de 2018.

Um bom exemplo ilustrativo desses tipos de SMF vem da empresa
alema TissUse GmbH, uma empresa derivada do Instituto de Bio-
tecnologia da Universidade Technische de Berlim, na Alemanha.

Os primeiros prototipos consistiram de dispositivos para dois 6rgaos
interconectados sob um fluxo regulavel gerado por uma bomba
externa alojada dentro de uma unidade controladora computado-
rizada (Figura 1). Nestes dispositivos, chamados de 2-Organ-Chip
ou 2-0C, foram feitos estudos com duplas de organoides, tais quais
biopsia de pele humana e esferoides hepaticos?®, pele humana e
foliculo capilar™, barreira intestinal reconstruida in vitro e esfe-
roides hepaticos?, neuroesferas e esferoides hepaticos™'.

Mais recentemente, foi incorporado o cultivo de células endo-
teliais que recobrem a area luminal dos canais microfluidicos e
a area dos pogos de cultivo tecidual, mimetizando a interface

http://www.visaemdebate.incqgs.fiocruz.br/

vascular entre os tecidos e o fluxo (circulacao) dentro do dispo-
sitivo’2. Também foi desenvolvido um modelo de medula 6ssea
construido sobre molde ceramico de 6xido de zirconio revestido
com hidroxiapatita Sponceram® 3D (Zellwerk GmbH, Alemanha),
que hospedou a cocultura de células mesenquimais estromais
(MSC) e células-tronco hematopoiéticas derivadas do sangue do
cordao umbilical (HSPC) viaveis por até 28 dias no 2-0C™.

Posteriormente, a TissUse também desenvolveu dispositivos para
quatro o6rgaos (4-Organ-Chip ou 4-OC) que deu origem a publi-
cacao que mostra o cultivo e manutencao de equivalentes de
figado, intestino, pele e rim interconectados neste dispositivo’.
Este novo dispositivo 4-OC possui dois compartimentos de micro-
fluidica separados: um simula a circulacdo sanguinea e outro que
emula o circuito excretor, para a drenagem do fluido (analogo a
urina) secretado pelo equivalente de rim.

Os SMF que contemplam dois ou mais 6rgaos tém grande poten-
cial de aplicacdo em estudos de farmacocinética os quais envol-
vem analises dos perfis de absorcao, distribuicdo, metaboliza-
cao, excrecdo e toxicidade (ADMETox) de uma substancia ou de
farmaco, além de também poder simular doencas humanas in
vitro. O estudo das propriedades farmacocinéticas de uma subs-
tancia ou candidato a farmaco é uma das aplicacdes possiveis
e promissoras dos SMF, sendo uma etapa critica no processo de
descoberta e desenvolvimento de farmacos. Os modelos tradi-
cionais de células humanas reproduzem de maneira nao satisfa-
toria as propriedades ADMETox observadas in vivo, apresentando
uma modificacdo do nivel de exposicdo (quando comparado ao
verificado em humanos) e prejudicando, portanto, a avaliacao
toxicologica pela razao da maioria das respostas celulares ava-
liadas dependerem justamente e diretamente do nivel de expo-
sicdo do tecido a droga testada’757476,77,78,79,8081

Dessa maneira, um SMF que contemple a integracao de mode-
los de intestino e figado humanos in vitro, os dois d6rgados criti-
cos para respostas de biodisponibilidade e exposicao sistémica,
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tem significativa relevancia®, e pode representar uma evolucao
no concernente ao poder preditivo, em relacdo aos modelos de
cultura de células humanas estaticos e nao integrados. Um exem-
plo de SMF para estudos farmacocinéticos foi o desenvolvido pelo
grupo de Murat Cirit do Departamento de Engenharia Biolégica do
Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT)®. O SMF consistiu
de uma plataforma microfluidica (microdispositivo + bomba de
perfusao) na qual foram integrados modelos de intestino e figado
humanos desenvolvidos in vitro, os quais foram mantidos sob
comunicacao continua para a investigacdo simultanea dos valores
de parametros farmacocinéticos tais como absorcao e metaboliza-
cdo, apds a administracdo oral de um dado composto (no caso dos
SMF que contenham intestino e figado, a emulacdo da administra-
cdo oral é feita pela aplicacdo da substancia teste no comparti-
mento intestinal, ao passo que a mimetizacdo da administracao
intravenosa é feita através da aplicacdo diretamente no compar-
timento hepatico). Os autores demonstraram a possiblidade de
obtencdo de parametros intrinsecos como permeabilidade e cle-
arance hepatica, através da derivacdo dos dados obtidos no SMF
por modelagem mecanistica. Também sugeriram neste estudo que
a comunicacao entre os 6rgaos propiciada pelo SMF impactou posi-
tivamente na capacidade metabdlica do modelo de figado.

http://www.visaemdebate.incqgs.fiocruz.br/

Outro exemplo de modelo de SMF otimizado para investigacoes far-
macocinéticas vem do Laboratorio de Biomecanica e Bioengenha-
ria da Universidade de Tecnologia de Compiegne , em Picardia, na
Franca. O grupo desenvolveu um SMF contendo os modelos de intes-
tino e figado humanos confeccionados in vitro e mantidos acoplados
sob fluxo para a investigacdo do metabolismo intestinal e hepatico
de primeira passagem do farmaco paracetamol®. Esta abordagem
foi também combinada a um modelo matematico visando estimar
parametros intrinsecos in vitro e possibilitar a extrapolacao para
os processos in vivo. O trabalho também mostrou a identificacdo
de metabolitos como o sulfato de paracetamol que foi identificado
através da atividade sinérgica entre os modelos de intestino e figado
ocorrida no SMF. Ambos os grupos afirmam nos estudos supracitados,
a importancia e a grande potencialidade que pode ter a aplicacdo de
SMF em investigacGes farmacocinéticas, bem como a integracéo das
abordagens in silico e in vitro baseada em SMF.

Disease-on-a-Chip

Os modelos in vitro Disease-on-a-Chip sao uma variacao ou adap-
tacdo dos Multi-Organ-Chips destinados a emulacdo de condicdes
patoldgicas. Um dos exemplos ilustrativos é o modelo desenvolvido
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pelo grupo do Instituto Federal de Tecnologia de Zurique (ETH). O
modelo em questao utilizou o cultivo de tecido tumoral colorretal e
tecido hepatico murino e permitiu avaliar a eficacia do tratamento
com ciclofosfamida com prévia bioativagdo em tecido hepatico
murino, no tratamento do tumor colorretal in vitro®. Além de apre-
sentar um modelo bem-sucedido de Disease-on-a-Chip, este grupo
demonstrou a importancia do cultivo simultaneo e integrado de
mais de um tecido propiciado pelo SMF. Foi observada inibicao do
crescimento tumoral somente nos experimentos realizados em dis-
positivos microfluidicos, ou seja, em presenca de fluxo. Nao houve
efeito antitumoral com a ciclofosfamida em ensaios sem fluxo, como
a transferéncia descontinua via pipetagem, de sobrenadante das
culturas estaticas de tecidos de figado tratados com ciclofosfamida
para as culturas também estaticas de tecido tumoral colorretal®.

Neste trabalho fica explicito o impacto positivo da utilizacdo de SMF
sobre a resposta obtida no teste, que foi completamente distinta da
resposta obtida na situacao de ensaio realizada fora do SMF.

QOutro grupo cultivou células de adenocarcinoma ductal pancrea-
tico em 3D sob fluxo e mostrou resposta a cisplatina mais fisiologica
quando comparada aos modelos in vitro de cultivo tradicionais®. As
células tumorais, em geral, comportam-se diferentemente e apresen-
tam fendtipo distinto quando cultivadas fora do corpo humano em
2D, ou mesmo quando cultivadas em 3D. Os sistemas in vitro de cul-
tura celular 2D tradicionais ou sob insertos tipo Transwell®, bem como
modelos de esferoides por exemplo, usados na tentativa de mimetizar
0 microambiente tumoral (MT), tém mostrado limitado poder predi-
tivo de eficacia terapéutica de varias drogas candidatas a farmaco®.

O MT exerce grande influéncia no comportamento celular, principal-
mente no concernente a sobrevivéncia, proliferacdo, invasividade
e sensibilidade ao tratamento com compostos®-#.Tipicamente, os
tumores sao formados por células cancerigenas e estromais (fibro-
blastos e células imunes) nutridas pela rede vascular. O entendi-
mento dessa intrincada inter-relacao dos diferentes tipos celulares,
bem como da inter-relacdo das células com componentes da matriz
extracelular, é critico para o avanco das estratégias de tratamento
do cancer®. Nos casos de modelos de tumores in vitro tradicionais
isto €, ndo baseados em SMF, o desafio € maior devido a auséncia
da interacdo entre as células tumorais e a matriz extracelular e
diferencas nas condicoes de gradiente de pH intratumoral, oxigena-
Gao e nutricao encontradas in vivo. Neste sentido, a aplicacao dos
modelos de SMF na investigacao do comportamento e respostas de
células tumorais pode ser vantajoso, na medida em que, ao propi-
ciar condi¢cdes mais aproximadas de MT encontradas no organismo
humano, os SMF podem induzir nas células tumorais um padréo
de comportamento mais proximo das condicoes in vivo. Através
do avanco de técnicas de microfabricacdo, atualmente é possivel
desenvolver dispositivos microfluidicos cuja organizacdo espacial
por compartimentalizacdo das células e controle sobre a difusao
de fatores solUveis criticos as homeostases do sistema viabilizem a
reconstrucao de modelos complexos de cultura celular que contem-
plem a necessaria integracao entre os diferentes tipos celulares e
entre células e componentes do microambiente®.

O trabalho de Albanese et al.®", baseado em modelo de tumor-on-
-a-chip, demonstrou a reproducao bem-sucedida in vitro do efeito
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de permeabilidade e retencao (EPR). Varios tumores solidos pos-
suem caracteristicas estruturais que incluem hipervascularizacao,
arquitetura vascular defeituosa, e drenagem linfatica prejudicada,
caracterizando o conhecido efeito de EPR, descrito para moléculas
especificas®, tipicamente compostos macromoleculares, lipossomos
e nanoparticulas, que tendem a acumular muito mais no tecido
tumoral do que no tecido normal®. Alabnese et al. mostraram que
a penetracao e a acumulacao de nanoparticulas em esferoides de
células tumorais integrados ao dispositivo microfluidico foram sig-
nificativamente influenciadas pela presenca de fluxo e de MEC no
entorno. O estudo verificou a importancia da regiao de interface for-
mada pela MEC, fluido e superficie do tecido; essa regido de inter-
face emulada no SMF mostrou-se necessaria a reproducao in vitro
do efeito EPR, comportando-se como um reservatorio de interface
fluido-tecido, no qual as nanoparticulas se acumulam e difundem-se
progressivamente para o tecido. Esse transporte passivo, a partir do
reservatorio de interface, impacta diretamente o nimero de par-
ticulas a serem difundidas para o tecido e parece poder predizer a
extensao da acumulagao de nanoparticulas dentro do tumor in vivo.

O trabalho evidenciou a importancia da mimetizacdo do MT e o
potencial uso do tumor-on-a-chip no desenvolvimento e padroniza-
cao de carreadores medicamentosos, incrementando a investiga-
¢ao dos mecanismos de transporte de nanoparticulas através de um
tecido sob condicdes de fluxo fisiolégico e acoplamento com MEC.

Ha ainda outros exemplos de doencas emuladas nos SMF. O
modelo desenvolvido baseado em microcanais revestidos por
células endoteliais mimetizando a camada intima de vasos san-
guineos, também se mostrou bem-sucedido em mimetizar as
condi¢bes patolodgicas in vitro*. Neste, observou-se expressao do
fator de von Willebrand em resposta a estenose dos microcanais
emulando o efeito da placa de ateroma (formacao composta de
gordura, calcio e células inflamatoérias, localizada na parede das
artérias). A aplicacao de SMF na investigacdo de doencas tem se
mostrado promissora. Ja existem desenvolvimentos de SMF para
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson®,
para doencas infecciosas ou potencial de infeccao de determi-
nado tecido®, doencas vasculares como a trombose®>’, doencas
de vias aéreas®?, entre outras.

A experiéncia brasileira

No LNBio, um dos quatro laboratdrios nacionais alocados no Cen-
tro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), esta
sob desenvolvimento o projeto “Human-on-a-Chip”. A primeira
etapa do projeto foi baseada no desenvolvimento de modelos de
organoides humanos cultivados nos dispositivos de microfluidica,
fabricados e vendidos pela empresa TissUse GmbH, dispositivo
esse denominado de Two-Organ-Chip ou 2-OC (Figura 2).

Os microdispositivos fabricados pela TissUse sao compostos por
trés tipos de materiais: policarbonato que compde a placa adapta-
dora, PDMS no qual estao as valvulas e canais microfluidicos e uma
lamina de vidro que recobre o PDMS (Figura 1A). O modelo de SMF
proposto pela TissUse oferece acesso aos pocos de cultivo celu-
lar, a0 mesmo tempo que mantém os microcanais isolados e pro-
tegidos, possibilitando a confeccao e maturacao dos organoides
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externamente, sua colocacao nos chips e sua posterior retirada
para histologia. Também permite o uso de maior variedade de
tecidos humanos, como materiais de bidpsias por exemplo.

No LNBio ja acontece a confeccdo e o cultivo no 2-OC bem-suce-
didos de organoides de figado, coracao e intestino, além do rim
que esta em fase de desenvolvimento.

Células e tecidos

Embora células primarias, provenientes de doadores vivos ou cadave-
res, apresentem melhor funcionalidade, sao de obtencao complicada
e incerta, podendo produzir resultados inconsistentes devido ao fato
de serem originadas de doadores diferentes na maioria dos casos. A
depender da origem do tecido e do doador, nao apresentam sobre-
vida necessaria para realizagao de testes de duracao mais longa.

Por isso, optamos por células de linhagens expansiveis e/ou célu-
las iPSC. A funcionalidade destas é geralmente menor, mas pode-
mos controlar parametros importantes de maneira mais efetiva.

Equivalente barreira intestinal humana

Para produzir organoides que emulam a barreira intestinal, utiliza-
mos células da linhagem CaCo2 (ATCC HTB-37) (Figura 3A) associa-
das a linhagem HT29-MTX (ATCC HTB-38) (Figura 3B). Ambas sao
linhagens epiteliais de adenocarcinoma de colo retal que possuem
a maioria das caracteristicas morfoldgicas e funcionais de célu-
las absortivas do intestino delgado, incluindo enzimas digestivas
e receptores. As células da linhagem HT29-MTX também possuem
a capacidade de secretar mucina e outros compostos que formam
0 muco intestinal que auxilia a capacidade absortiva®°*1%, A bar-
reira foi construida durante 21 dias em inserto Transwell® cuja
membrana microporosa recebeu a semeadura da cocultura das
duas linhagens intestinais supracitadas (Figura 3C).

0 inserto, além de fazer as vezes de suporte para o cultivo celu-
lar, ainda teve a funcao de separar o organoide em dois compar-
timentos ou lados fisicamente distintos mimetizando as regides
intestinais intraluminal (compartimento superior ou lado apical)
e intersticial/corrente sanguinea (compartimento inferior ou
lado basolateral) (Figura 3D).

Equivalente figado humano

Para os esferoides de figado, utilizamos a linhagem de células
HPR101 diferenciada em HepaRG®, associada a linhagem HHS-
teC (Human Hepatic Stellate Cells #5300, Sciencell) (Figura 4).
A primeira provém de um doador portador de carcinoma hepa-
tocelular com concomitante infeccao pelo virus da Hepatite C.

As HepaRG® sdo células hepaticas progenitoras capazes de dar
origem a hepatocitos e colangiocitos adultos completamente dife-
renciados. Possuem niveis significativos de funcionalidade hepatica
como a expressao estavel de enzimas da familia da CYP450 e de
enzimas que atuam na conjugacao de farmacos (fase 2) e de supor-
tar o ciclo completo replicativo do virus da hepatite B''. A segunda
produz células do tecido conectivo intralobular que apresentam
fenotipo semelhante aos miofibroblastos ou lipdcitos. Estas células
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participam da homeostase da matriz extracelular e dos processos de
reparo, regeneracao e fibrose do figado. A proliferacao e migracao
destas células, juntamente com a expressao de quimiocinas, estao
envolvidas na patogénese da inflamagéo hepatica e na fibrogénese.

De maneira geral a cultura de hepatécitos como esferoides tem
demonstrado resultados positivos com respeito a funcao hepa-
tica, devido ao estabelecimento dos contatos homo e hetero-
tipicos célula-célula e a presenca de componentes chaves de
MEC dentro e nos arredores dos agregados®®. A Figura 3 mostra as
células hepaticas sob cultivo 2D (Figura 3E e 3F), e a respectiva
cocultura na histoarquitetura esferoidal (Figura 3G e 3l) integra-
das no 2-0OC (Figura 3H). Os equivalentes de intestino e figado
foram mantidos sob cocultivo no 2-OC por 14 dias.

Os cardiomidcitos humanos usados para confeccdo da cardioesfera
foram gerados a partir da reprogramacao de células sanguineas (eri-
troblastos) obtidas de um individuo saudavel de 38 anos de idade, do
sexo masculino. As iPSC foram diferenciadas em cardiomidcitos adul-
tos. Aempresa brasileira PluriCell Biotech forneceu os cardiomidcitos
ja diferenciados, usados para a confeccao dos organoides no LNBio.
Apos formadas, as esferas (Figura 4C) foram integradas a plataforma
2-0C e cultivadas para realizacdo de experimentos pilotos. Analises
baseadas em microscopia eletrGnica de transmissao de cortes de
cardioesferas permitiram identificar estruturas celulares compativeis
com uma célula cardiaca sadia, tais quais unidades sarcoméricas, GAP
Jjunctions, mitocondrias integras, depdsitos de glicogénico, membra-
nas e compartimentos membranosos intactos (Figura 4 A e B).

Interessantemente, o trabalho de Luni et al. mostrou que o processo
de reprogramacao de células somaticas humanas em iPSC é tremen-
damente influenciado pelo ambiente microfluidico (uma melhoria
de 50 vezes em relacdo a reprogramacédo mais eficiente relatada
usando células humanas sem modificacdes genéticas), sendo pos-
sivel a diferenciacdo direta em hepatocitos e cardiomiocitos fun-
cionais na mesma plataforma sem passo de expansao adicional'®.

Perspectivas futuras e desafios

Apesar dos grandes avangos ja obtidos, a engenharia de tecidos
humanos em trés dimensdes (3D) para confeccao de equivalentes
de o6rgaos (em diferentes escalas e com diversos objetivos), bem
como os dispositivos microfluidicos, estdao em fase de desenvol-
vimento. Os avancos no manejo das células-tronco embrionarias
e iPSC ja contribuiram bastante e podem acelerar ainda mais o
progresso deste campo, ao fornecerem acesso a diversas linha-
gens celulares para confeccao de organoides.

Vastas perspectivas se encontram também no campo da medi-
cina personalizada com a possibilidade de culturas celulares
“paciente-especifica”®%4. As iPSC sdo obtidas a partir de célu-
las primarias do corpo humano, tais como, células sanguineas
(por exemplo: eritroblasto), fibroblastos (obtidos de pele), célu-
las epiteliais do trato urinario (obtidas da urina), que passam por
processo de desdiferenciacdo e em teoria podem ser rediferen-
ciadas artificialmente em qualquer tipo celular'®

Células de origem primaria, apesar de apresentarem a funciona-
lidade superior, sdo desvantajosas em aspectos de logistica de
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A) Imagem microscopica das células CaCo2, com ampliacao de 10 x. B) Imagem microscépica das células HT29-MTX, com ampliacéo de 10 x. C)
Cocultura das células CaCo2 e HT29-MTX, com ampliacdo de 10x. D) Desenho esquematico do modelo equivalente de barreira intestinal feito no
LNBio. E) Imagem de microscopia de luz de células HepaRG em 2D diferenciadas, com ampliacao de 10 x. F) Imagem de microscopia de luz de células
estreladas humanas em cultivo 2D, com ampliacao de 10 x. G) Fotografia de esferoides hepaticos formados e coletados. H) Esferoides hepaticos
integrados ao dispositivo 2-0C - TissUse GmbH. |) Imagem de microscopia de luz de um esferoide hepatico, com ampliacao de 4 x.

Figura 3. Organoides de intestino e de figado humanos - equivalente a barreira intestinal humana.
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A-B) Imagens de microscopia eletronica de cortes histologicos cardioesferas ou equivalentes de coracao humano. A) Destaque para a sequéncia de
unidades sarcoméricas, mitocéndrias e depositos de glicogénio no sarcoplasma. B) Destaque para as jungdes tipo GAP. C) Imagem de microscopia de luz

de uma cardioesfera, com ampliacdo de 4X.

Figura 4. Organoide humano de coracao - equivalente ao coragao.

obtencao complexa, variabilidade genética (que pode ser bené-
fica somente em algumas situacdes) e instabilidade fenotipica/
fisiologica in vitro. As células provenientes de linhagens imor-
talizadas tém a vantagem do acesso e manuseio simples, mas
sua funcionalidade neste momento é menor que a das células
primarias. Apesar do fato de ser a adocdo de boas praticas de
laboratorio o fator mais critico para assegurar que o cultivo celu-
lar seja livre de contaminantes diversos, as células de linhagens

http://www.visaemdebate.incqgs.fiocruz.br/

apresentam maior risco de contaminagao por Mycoplasma'®e/ou
contaminacdes inter e intraespécie e instabilidade genética'®”-1%-

Por isso, a disponibilidade de tipos celulares, capacidade de
adaptacao e a escolha mais adequada da fonte celular para a
confecgao de organoides cada vez mais realisticos e estaveis nos
SMF sao desafios encontrados para o estabelecimento da tecno-
logia Human-on-a-Chip.
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Adicionalmente, é importante considerar a necessidade do
desenvolvimento de um meio de cultura cuja formulacao/com-
posicao seja otimizada para atender as necessidades dos dife-
rentes tipos celulares cocultivados em SMF multiorgaos. A esco-
lha do meio é feita em funcdo de cada tipo celular, com intuito
de melhorar a aderéncia a matriz extracelular, viabilidade pos-
-descongelamento, crescimento, replicacdo. Situacoes onde um
tipo celular sobrevive e cresce perfeitamente em um meio no
qual outro tipo celular nao vai bem sao muito comuns.

Esses fatores tornam a formulacao do meio de cultura ade-
quada a diferentes tecidos muito desafiadora. Isto posto,
importante para todos os tipos de cultivo celular (incluindo as
2D, sem fluxo, sem acoplamento tecidual etc.), e muitas vezes
limitante para o cultivo integrados de dois ou mais tecidos,
é o desenvolvimento de uma formulacdo do meio de cultivo
universal um dos gargalos para o avanco da tecnologia dos SMF.
Trabalho de Oleaga et al., publicado em 2016, abriu uma pers-
pectiva bastante animadora ao demonstrar em SMF o cultivo
simultaneo, bem-sucedido por 14 dias, de modelos de figado,
coracgao, musculo esquelético e tecido neuronal em um meio de
cultura circulante e livre de SFB7.

A variacao que ocorre entre lotes de soros animais, principal-
mente de soro fetal bovino (SFB) é critica e pode interferir em
testes de desenvolvimento de farmacos, por exemplo?. Fatores
tais como o desconhecimento da composicao exata do SFB, a
ocorréncia de variabilidade sazonal e geografica lote-a-lote' e
interacdo ndo intencional com substancias de teste''®!"" podem
levar a resultados inconsistentes, preocupaces em relacdo a
seguranca do pessoal de laboratério em termos de risco a saude
por contato acidental com endotoxinas, micoplasma e conta-
minantes virais ou proteinas pridnicas''?'3"4; escassez inespe-
rada na disponibilidade global''®'"¢, bem como preocupacdes
éticas sobre o sofrimento fetal'’’. Neste sentido, pesam em
favor da substituicao ou abolicao do uso de SFB, os aspectos de
seguranca, cientifica e ética, em outras palavras, a busca pela
otimizacao dos sistemas de teste in vitro, bem como o com-
prometimento com os principios dos 3Rs sdo incentivos para o
desenvolvimento e adocao de formulacoes de meio de cultura
livres de SFB sejam eles quimicamente definidos ou com adocao
de componentes substitutivos''®. Recentemente, lisados de pla-
quetas humanas demonstraram ser uma alternativa promissora
ao SFB116,119, 120, 121,122'

Outro aspecto importante a ser considerado, é que o estudo do
perfil farmacocinético deve preceder estudos toxicologicos e far-
macodinamicos. Isso porque em todos os casos, deve-se relacio-
nar a exposicao ao efeito e a exposicao somente sera conhecida
por meio de estudos farmacocinéticos. Para isso, € fundamental
conhecer a particdo de drogas nos orgaos, distancias de difu-
sdo, taxas metabdlicas com intuito de emular a comunicacdo
in vivo entre os 6rgdos'?. Isto posto, um fator primordial para
se obter sucesso € o escalonamento proporcional dos diferen-
tes organoides de maneira a refletir a relacao que ocorre no
corpo humano. A escolha e aplicacao de um método apropriado
de escalonamento garantira que um farmaco atinja os orgaos
em concentracdes semelhantes a que se espera nos pacientes.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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Por isso, determinar os principios e as regras para o dimensiona-
mento dos diferentes SMF é um dos passos mais criticos para o
desenvolvimento dos SMF com grande impacto no uso futuro em
estudos de desenvolvimento de farmacos'?*'?*, O correto esca-
lonamento também garantira que fatores paracrinos alcancem
outros orgaos em concentracdes fisiologicas mantendo a correta
razao de acoplamento 6rgao-o6rgao nos SMF.

Existem diversos tipos de escalonamento com diferentes focos
ou métodos dos quais podemos citar: o escalonamento alomé-
trico (a escala entre o organoides e seus homologos humanos
e cada um com o outro), mais comumente usados'?>'? o esca-
lonamento funcional'? e multifuncional'?® (considera parame-
tros como a compartimentacao dos organoides em circuitos
fluidicos, o fluxo, as vias de administracao/excrecdo) e ainda
o escalonamento baseado no volume do 6rgado e no tempo de
residéncia do fluxo sanguineo™. O problema é que abordagens
mais usadas para o dimensionamento como a miniaturizacao
direta e escalonamento alométrico sdo baseadas em tamanho
fisico apenas'®. Para um estudo mais aprofundado, estdo dis-
poniveis revisdes sobre métodos de escalonamento no contexto
Human_on_a_chip14,123,130,131,132,133.

Para cumprir o desafio de cocultivar de forma bem-sucedida, dife-
rentes equivalentes de drgaos humanos in vitro interconectados
em uma situacdo de homeostase auténoma, se faz necessario
ultrapassar outros obstaculos como a auséncia de sistemas linfa-
tico, nervoso, imunologico e vascular integrados sinergicamente.
A vascularizagdo é especialmente importante; normalmente a
densidade volumétrica celular dos organoides em 3D nao corres-
ponde a encontrada no érgéo in vivo, devido a pseudo-histoarqui-
tetura e as limitagOes de entrega de oxigénio e nutrientes

A integracdo de um revestimento endotelial ao SMF é uma
medida critica na direcdo da melhora da performance fisiolo-
gica destes. A presenca de uma rede de vasos que consiga pene-
trar e perfundir adequadamente um esferoide de 300 pM por
exemplo, ira melhorar o suprimento de nutrientes, de oxigénio
e auxiliar na remocao de metabolitos. Outros beneficios incluem
a modulacgao da difusdo de moléculas hidrofilicas para o interior
do organoide e de tensdes nao fisiologicas que poderiam alcangar
mais facilmente as células®. Além disso, as células endoteliais
possuem a capacidade de estabelecer um nicho vascular e propi-
ciar organogénese in vivo e in vitro.

A combinacao de emulagao robusta com a possibilidade de
realizar analises e obter dados eletrofisiologicos por meio de
microeletrodos integrados ao SMF também abre grandes pers-
pectivas. Os tecidos cardiaco, mUsculo-esquelético ou neuronal
podem ser estudados dessa forma'>', A afericdo da TEER em
verificacao de integridade da barreira em modelos de equiva-
lentes de intestino'’, pele ou cornea também pode representar
mais um beneficio desta funcionalidade.

Adicionalmente, impressoras 3D podem ser de grande valia para
a resolucao de limitacoes dos atuais SMF. Ao propiciarem deposi-
cao precisa, ordenada e reprodutivel de tipos celulares e mate-
riais diversos, abrem a perspectiva de confeccao de organoides
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com complexa histoarquitetura. No caso dos rins ou do baco,
a impressdo de tecidos humanos em 3D é bastante conve-
niente, visto que nao podem ser recriados de forma plena com
a utilizacdo das técnicas disponiveis atualmente'®. A empresa
“Organovo” tem se destacado na area de impressdo de tecidos
humanos em 3D, oferecendo modelos de figado (ExVive™ 3D
Bioprinted Human Liver Tissue Model) e rim (ExVive™ Human
Kidney Tissue) humanos'. Além disso, as impressoras 3D abrem
a perspectiva de otimizacao do processo de desenvolvimento e

Marin TM & Pagani E  Sistemas microfioldgicos humanos

fabricacdo dos dispositivos microfluidicos, que normalmente é
laborioso e complexo, por necessitar de grandes investimentos e
cuidados (sala limpa por exemplo e recursos humanos altamente
especializados). A tecnologia de impressao 3D atual avancou a
um ponto que permite a produgao relativamente barata e rapida
de sofisticados microdispositivos, configurando uma alternativa
promissora aos protocolos atualmente empregados'®.

O fluxograma da Figura 5 ilustra uma proposta de abordagem
para o desenvolvimento de SMF em centros de pesquisa, baseada
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MEC: matriz extracelular; PDMS: polidimetilsiloxano; LDH: lactato desidrogenase; TEER: Resisténcia Elétrica Transepitelial; iPSC: induced Pluripotent Stem Cells.

Figura 5. Abordagem para o desenvolvimento e impacto dos Sistemas Microfisioldgicos.
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nos dados e informacdes aqui reunidos e interpretados. Contem-
pla as razdes que justificam o investimento na implementacao
dos SMF e os passos e aspectos criticos a serem considerados e
ponderados nesse processo.

CONCLUSOES

Apesar de todos os esforcos e progressos realizados na direcao do
desenvolvimento de modelos experimentais que se aproximem
0 maximo possivel da condicéo fisioldgica humana, nao é esse o
fator mais critico na relacdo SMF x corpo humano. Nao obrigato-
riamente os resultados ou dados obtidos dessas plataformas ou
SMF devam ser realisticamente fisioldgicos. O mais importante é
que sejam comparaveis, transponiveis para o ser humano. Neste
sentido, possuir e formalizar principios de extrapolacdo que
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