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“Imaginacao é mais importante que conhecimento. Conhecimento € limitado. Imaginacao
envolve o mundo”.

Albert Einstein (1930).



RESUMO

A doenca obstrutiva pulmonar crbnica € quarta maior causa de morte no mundo. Abordagens
utilizando a engenharia de tecidos para tratar tal condicdo estdo ganhando destaque na
comunidade académica. Uma fonte viavel de células-tronco pluripotentes, assim como
protocolos de diferenciacdo altamente eficientes sdo necessarios para dar sustentacdo a
regeneracdo do tecido alveolar lesados. O cultivo de células-tronco embrionarias
microencapsuladas em hidrogéis tridimensionais em microgravidade modelada recentemente
mostrou ser mais eficaz para a diferenciacdo de células epiteliais alveolares que protocolos
bidimensionais padrdes. Tendo em vista este protocolo, o objetivo deste trabalho foi de avaliar a
influencia de uma nova matriz de encapsulamento feita de colageno tipo | comparado a matriz
de encapsulamento padrdo de alginato para diferenciacdo e crescimento de células tronco
embrionarias de camundongos (E14 12 delta S) para um fendtipo de células epiteliais
alveolares, utilizando meio condicionado de células A549 como indutor de diferenciacao. Foi
realizada a caracterizagdo fisico-quimica do novo material hidrogélico (deformacdo por
secagem, percentual de &gua, andlise topografica e cinética de transporte molecular),
determinacéo do crescimento dos agregados celulares e o numero total final de células viaveis
ao final do experimento. Foram analisamos marcadores génicos de diferenciacdo para
endoderme (FOXA2, SOX17 e CXCR4) e tecido epitelial pulmonar (SPA, SPB e SPC) na
metade e ao final do experimento. O novo material apresentou uma capacidade aprimorada de
transporte de massas devido a natureza de sua estrutura mais porosa e hidrofilica, com fibras
aparentes bem definidas. As células apresentaram uma maior curva de crescimento dentro do
novo material assim como maior numero total de células viaveis ao final do experimento. A
analise genética de marcadores de endoderme mostrou que a nova matriz de colageno propicia
uma aparente diferenciacdo mais rapida em endoderme que na matriz de alginato, assim como,
inicia mais rapidamente a expressao aparente de marcadores de células epiteliais alveolares
(SPA e SPB, mas nao SPC). Este trabalho mostra que microcapsulas de colageno tipo | séo
aparentemente uma matriz melhor para crescimento e diferenciagdo em microgravidade
modelada de células-tronco embrionarias para a producdo in vitro de células epiteliais
alveolares.

Palavras Chaves: Engenharia de tecido pulmonar, células-tronco embrionérias de camundongo,
hidrogéis, microgravidade, cultura tridimensional.



ABSTRACT

Chronic obstructive pulmonary disease is the fourth leading cause of death worldwide.
Approaches using tissue engineering to treat this condition have recently gained prominence in
the academic community. A viable source of pluripotent stem cells, as well as highly efficient
differentiation protocols is needed to support the regeneration of injured alveoli. Culture of
embryonic stem cells in three-dimension microencapsulated hydrogels in modeled microgravity
has recently been shown to be more effective for the differentiation of alveoli epithelium cells
than standard two-dimensional protocols. Given this protocol, the aim of this study was to
evaluate the influence of a new encapsulation matrix made of collagen type | compared to
standard encapsulation material of alginate for the differentiation and growth of mouse
embryonic stem cells (E14 12 delta S) towards alveoli epithelium phenotype using A549-cells
conditioned medium as inducer of the differentiation. Was performed a physical-chemical
characterization of the new hydrogel material (drying deformation, water percentage,
topographical analysis and molecular transport kinetics analysis) as well as the growth of cellular
aggregates and total number of viable cells at the end of the experiment. Gene markers were
analyzed for endoderm differentiation (FOXA2, SOX17 and CXCR4) and alveoli epithelial tissue
(SPA, SPB and SPC) at the middle and at the end of the experiment. The new material shows
an enhanced mass transport ability due to its own porously and hydrophilic structure nature with
well-defined apparent fibers. Cells exhibited a higher growth curve as well as a higher total
number of viable cells at the end of the experiment. Genetic analysis for markers of endoderm
showed that new collagen matrix apparently provides a faster endoderm differentiation than the
alginate matrix, and starts the apparent expression of alveolar epithelium markers (SPA and
SPB, but not SPC) sooner. This work showed that collagen type | microcapsules are apparently
a better matrix for growth and differentiation in modeled microgravity of embryonic stem cells for
in vitro production of alveolar epithelial cells.

Keys words: Lung tissue engineering, mouse embryonic stem cells, hydrogels, microgravity,

three-dimensional culture.
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1. INTRODUCAO

1.1 O pulméo

O pulmdo € uma estrutura complexa e organizada em compartimentos
hierarquicos. Ele € composto por mais de 40 tipos diferentes de células especializadas,
tais como fibroblastos, células musculares lisas, células endoteliais vasculares, células
endoteliais linfaticas e nervos, além de populacfes residentes de células do sistema
imunologico (FRANKS et al.,, 2008; SILVERTHORN, 2006). As principais células
epiteliais pulmonares séo: células ciliadas, células caliciformes, células basais, as
células da escova, as células serosas, células neuroenddcrinas pulmonares, células da
clara e as células epiteliais alveolares (FRANKS et al., 2008). O desenvolvimento das
células epiteliais alveolares € o foco central deste trabalho.

Anatomicamente, o pulméo pode ser dividido em duas subunidades anatbmicas
principais, o pulmdo proximal e o distal (Figura 1). Na respiracdo normal, o ar €&
inspirado e distribuido pela porcdo proximal para porcéo distal. A regido proximal € a
regido das vias aéreas que nao realizam troca gasosa, sendo composta pela traqueia,
brénquios e bronquiolos. A regido distal, por sua vez € a por¢ao respiratéria, onde
ocorre a troca gasosa, sendo composta de bronquiolos respiratdrios, ductos alveolares,
sacos alveolares e alvéolos. Os alvéolos sdo as menores estruturas das vias aéreas e a
mais importante na realizacdo de troca de gases. Bronquiolos respiratorios se
ramificam consecutivamente em varios ductos alveolares e eventualmente em alvéolos,
formado a arvore respiratoria. Células da clara sdo uma das principais células epiteliais
gue recobrem os bronquiolos respiratorios. Células da clara secretam a Proteina
Secretada pelas Células da Clara (CCSP ou CC10) para proteger o epitélio bronquiolar.
Elas servem, como as células progenitoras do epitélio bronquiolar. Porém, como ja dito,
os alvéolos sdo considerados a unidade funcional mais essencial da fisiologia do
pulmao distal (SILVERTHORN, 2006; FISHER, 2009).
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Figura 1: Estrutura anatbmica-funcional pulmonar. Fontes: http://www.thefullwiki.org/Respiratory tree
https://www.studyblue.com/notes/note/n/chapter-25-structure-and-function-of-the-pulmonary-
system/deck/6303325, acessado em 19/02/2015. Modificado pelo autor.

O ser humano adulto contém cerca de 480 milhdes de alvéolos, representando
uma area transversal total de mais do que 1 milhdo de centimetros quadrados
(SILVERTHORN, 2006; OCHS et al., 2004). Alvéolos sao formados para aumentar a
area de superficie de troca gasosa (NOLEN-WALSTON et al., 2008). Os alvéolos sdo
sacos de ar separados entre si por uma membrana basal extremamente fina, ou septo
alveolar, rodeado por estruturas de fibras elasticas e de uma rede de capilares
pulmonares alveolares em intimo contato com a parede externa do alvéolo
(SILVERTHORN, 2006). Esta fina membrana basal que separa o alvéolo e o capilar,
serve como uma barreira de difusdo de gas entre o epitélio alveolar e endotélio capilar,
também chamada de membrana respiratéria (SILVERTHORN, 2006). Alvéolos tém uma
estrutura arquitetdnica complexa. Eles sdo formados a partir da interacdo de mdltiplos
tipos de células, incluindo Células Epiteliais Alveolares (CEA), fibroblastos intersticiais,
miofibroblastos, células musculares lisas e células endoteliais capilares. Existem dois
tipos de CEA (também conhecidos como pneumocitos); tipo | (CEAI) e tipo Il (CEAII)
(Figura 2).
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Figura 2: Representacao dos componentes celulares do pulm&o. Fonte:

http://rocklab.ucsf.edu/research.html, acessado em 19/02/2015. Modificado pelo autor.

CEAI séo células epiteliais alongadas que compdem a maior parte da parede
interna alveolar e por onde ocorre a troca de gases. CEAIll sdo células epiteliais
cuboides que secretam surfactantes pulmonares, reduzindo tenséo superficial da agua
evitando o colapso alveolar durante inspiracdo e expiracao respiratdria, proporcionando
assim maior area para a troca gasosa. Além disso, as CEAIl sédo reconhecidas como
uma populacédo de células progenitoras para regeneracdo das CEAIl em situacdes de
les&o tecidual local (KUBO, 2012).

Fibroblastos e miofibroblastos sdo as células intersticiais mesenquimais
responsaveis pela secrecdo de moléculas componentes e remodeladoras da Matriz
Extracelular (MEC). S&o, portanto, responsaveis por manter uma organizacao
adequada da membrana basal e da modulagcdo do desenvolvimento e funcdo das
CEAs. As células musculares lisas regulam e apoiam a abertura alveolar. O endotélio
capilar, revestimento celular das paredes dos capilares, interage com a membrana
basal alveolar para facilitar a difusdo dos gases (WEIBEL, 2008). Em resumo, a
estrutura arquitetdnica do alvéolo é o resultado de uma interacdo bem orquestrada de

varios tipos celulares (Figura 3).
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Figura 3: Representagdo esquematica do alvéolo pulmonar e membrana respiratéria. Fonte:
http://antranik.org/the-respiratory-system/, acessado em 19/02/2015.

Assim, a organogénesis alveolar, tendo em vista sua refinada arquitetura, €
complexa e qualquer tentativa de regenerar e desenvolver este tecido exige uma
populacédo numerosa e diferenciada de células pulmonares. Desta forma, a investigagao
de mecanismos de sinalizagdo envolvidos na diferenciagdo e desenvolvimento deste
tecido pode fornecer novas perspectivas de regeneracdo bem-sucedida de alvéolos

pulmonares.

1.2 O epitélio e o desenvolvimento pulmonar

Como ja dito, o alvéolo possui duas células epiteliais distintas, as CEAs tipo | e
tipo Il. As células do tipo | sdo planas e correspondem a maior parte da superficie
alveolar. Células do tipo Il sdo células cubicas que secretam surfactante pulmonar. As
CEAIll células sao consideradas como progenitoras do epitélio alveolar, pois
desempenham um papel importante na re-epitelizacdo apos a lesdo alveolar local,
passando por uma breve expansao clonal mitotica e posterior diferenciacdo em CEAI

(NOLEN-WALSTON et al., 2008). Vérios estudos demonstraram que a entrega local de


http://antranik.org/the-respiratory-system/

CEAIl pode promover a regeneracdo alveolar em modelos animais de lesdo pulmonar
(SERRANO-MOLLAR et al., 2007; GUILLAMAT et al., 2010; SAMADIKUCHAKSARAEI
e BISHOP, 2007).

Evolutivamente, células epiteliais alveolares sdo oriundas de um sitio na regido
foregut da endoderme (regido anterior), que surge a partir da endoderme definitiva e
gue se desenvolve e interioriza na gastrulacdo. Inicialmente, apos a gastrulacdo, o
embrido dobra-se para formar um tubo endodérmico primitivo, que € dividido
anatomicamente em foregut (anterior), midgut (medial) e hindgut (posterior). Cada
regido € entdo determinada a se comprometer a sitios especificos de 6rgdos por meio
de sinalizacdo paracrina da mesoderme circundante (WEIBEL, 2008). O familia dos
Fatores de Crescimento de Fibroblasto (FGF) derivado da mesoderme esplancnica e a
Proteina Morfogénica Ossea 4 (BMP4), também derivada de mesoderme, s&o 0s
principais fatores paracrinos que diferenciam a distribuicdo de sitios-especificos dentro
da regido de endoderme anterior. A diferenciacdo e distribuicdo celular podem ser
identificadas pela expressao e transcricdo do Fator de Transcricdo Tireoide 1 (TTF-1,
também conhecido como Nkx2.1) e FOXA2 e a reducdo da expressdo do fator de
transcricdo de SOX2 na endoderme anterior no foregut no nono dia embrionario em
camundongos ou quarta semana em humanos. Apos a este periodo, ocorre a formacéo
dos dois corpusculos pulmonares primitivos. Cada corplsculo entdo sofrera um
programa de morfogénese e ramificacao repetitivo, dando origem a arvore respiratéria
altamente ramificada e, eventualmente, os alvéolos imaturos. A ramificacdo pulmonar
também é também regulada por sinalizacdo de FGF a partir da mesoderme esplancnica
circundante. Durante a ramificagdo e morfogénese, um evento importante envolve a
diferenciacdo das linhagens celulares, que continua até o periodo pés-natal precoce
para gerar eventualmente os diferentes tipos de células epiteliais que revestem o
parénquima pulmonar maduro (WEIBEL, 2008).

InteracOes através de sinalizacdo paracrina multipla entre endoderme anterior e
sua mesoderme circundante governam processos de sintese (WEIBEL, E.R. 2008). Os
fatores regulatérios principais sdo membros da familia do fator transformador de
crescimento beta (TGFB), membros da familia do FGF, proteinas morfogenéticas

osseas (BMPs), Wnts, Sonic hedgehog (Shh), Notch, e componentes da Matriz



Extracelular (MEC), tais como: lamininas, fibronectina, colagenos, tenascina-C (TN-C),
sulfato de condroitina e proteoglicanos (WEIBEL, 2008; GEBB e JONES, 2003).
Enquanto a endoderme anterior desenvolve se no revestimento epitelial, 0 mesénquima
envolvente d& origem a fibroblastos, que sintetizam a matriz extracelular e as células do
sistema vascular, que séo constituidas por células de musculo liso, células endoteliais e
pericitos (WEIBEL, 2008). Tradicionalmente, uma vez que o desenvolvimento alveolar
normal € completado, € extremamente dificil de regenerar novos alvéolos funcionais in
situ para substituir o tecido danificado (MORRISEY e HOGAN, 2010; MURRAY, 1986).
Alternativamente, a fim de restaurar a funcdo normal de troca de gases do epitélio
danificado, os tecidos alveolares sadios remanescentes passam por um processo
chamado de crescimento compensatério (PAVELKA e ROTH, 2005). Alguns exemplos
de crescimento compensatorio incluem rearranjo de elementos da matriz dentro dos
septos alveolares ou alteragcbes no tamanho dos sacos alveolares visando a
redistribuicdo de superficie (MURRAY, 1986). Os novos alvéolos sO0 podem ser
formados quando o processo de desenvolvimento de ramificagdes e morfogénese se
condensam (HSIA, 2004).

1.3 Doenca pulmonar obstrutiva créonica

Perturbacdes da fisiologia e do desenvolvimento das vias aéreas distais tém
consequéncias profundas sobre a homeostase de organismos complexos. A Doenca
Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é patologicamente definida como a ocorréncia de
bronquite cronica e enfisema, um par de doencgas pulmonares comumente coexistentes
em que as vias aéreas estreitam se ao longo do tempo (JORGEN, 2014). Isso limita o
fluxo de ar para os pulmdes, diminuindo a capacidade de troca de gases (dispnéia).

Estimasse que a DPOC afeta mais 329 milhdes de pessoas, cerca de 5% da
populacdo mundial (WHO, 2013). Em 2011, foi classificada como a quarta principal
causa de morte no mundo, matando mais de 3 milhdes de pessoas e segundo
projecdes seré a terceira maior causa de morte em 2030 (WHO, 2013). Este nimero
devera aumentar devido aumento populacional dos tabagistas e ao envelhecimento da
populacdo em muitos paises (MATHERS e LONCAR, 2006). A DPOC resultou em um



custo estimado de US$ 2,1 trilh6es em 2010 mundialmente (BJORN, 2013). No Brasil,
no ano de 2008, a DPOC atingia mais 7 milhdes de pessoas, sendo que somente 12%
dos pacientes portadores eram diagnosticados, e destes, apenas 18% recebiam
tratamento (WHO, 2008).

A bronquite cronica € causada pela recorrente lesdo ou irritacdo no epitélio dos
brénquios, resultando em inflamacdo cronica com infiltracdo de células T CD8+,
macréfagos e neutréfilos, edema (inchago), e engrossamento fibrético das paredes
brénquicas com estreitamento luminal (RABE et al., 2007; NATHELL et al., 2007; WHO,
2013). O aumento do numero de células produtoras de muco nos brénquios e
bronquiolos e aumento das glandulas mucosas traqueais resulta em uma secrecao de
muco aumentada (RABE et al., 2007). A resisténcia ao fluxo de ar, caracteristica da
bronquite crbnica, é principalmente devido & metaplasia de células caliciformes, criando
tampBes de muco nos bronquiolos, que apresentam fibrose bronquiolar concorrente e
inflamacgéo (RABE et al., 2007; WHO, 2013).

Quando toxinas, como componentes da fumaca de cigarro séo levada para os
pulmdes, as particulas nocivas ficam presas nos alvéolos, provocando uma resposta
inflamatoria localizada (HOGG e TIMENS, 2009). Enzimas liberadas pela resposta
inflamatoria (por exemplo, elastases) pode fazer com que o septo alveolar
eventualmente desintegrar-se, sendo este o conceito patofisiolégico da enfisema
(HOGG e TIMENS, 2009). Esta condicdo, conhecida como ruptura do septo, leva a
deformacéo significativa da arquitetura alveolar (RABE et al., 2007; NATHELL et al.,
2007) com consequéncias funcionais importantes. O evento chave e consequente da
ruptura mecénica do septo é uma cavidade alveolar resultante maior do que a soma
dos dois espacos alveolares prévios, devido a falta de apoio mecanico dos septos. A
expansdo da cavidade alveolar adicional é criada a custa do parénquima saudavel
circundante (HOGG e TIMENS, 2009). Em outras palavras, a consequéncia imediata e
espontanea da ruptura do septo, o recolhimento elastico, redefine a expansdo do
parénquima saudavel em um nivel inferior, em proporcéo a quantidade de perturbacao
septal. As grandes cavidades deixadas pela ruptura do septo sdo conhecidas como
bolhas. Este fendbmeno resulta em uma deformacéo e diminuicdo de uma grande area

superficial dos alvéolos utilizado para a troca de gases, bem como a diminuicdo da
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ventilacdo do paréngquima saudavel circundante. Isso resulta em uma diminuicdo da
taxa transferéncia do monoxido de carbono do sangue para o pulmdo (HOGG e
TIMENS, 20009).

Para compensar a diminuicdo da &rea de superficie de troca gasosa alveolar
funcional, ocorre a expansdo da caixa toracica (térax em barril) e contracdo do
diafragma (achatamento). Em consequéncia da perda de elasticidade, o recolhimento
elastico pulmonar é cada vez mais dependente da caixa toracica e da acdo muscular
abdominal, particularmente na fase final da expiracdo (HOGG e TIMENS, 2009).
Devido a diminuicdo da ventilacdo, a capacidade de eliminacdo de diéxido de carbono é
significativamente prejudicada. Nos casos mais graves, 0 consumo de oxigénio €,
portanto, prejudicado. Como os alvéolos continuam a “quebrar”’, a hiperventilagdo é
incapaz de compensar o problema. Progressivamente a diminuicdo da area de
superficie alveolar, o corpo ndo é capaz de manter 0s niveis de oxigénio
suficientemente elevados no sangue. Ultimo recurso é vasoconstricdo. Isto leva a
hipertensdo pulmonar, o que aumenta a tensédo no lado direito do coragdo, o lado
responsavel para bombear o sangue oxigenado aos pulmdes (HOGG e TIMENS,
2009). O musculo cardiaco engrossa a fim de bombear mais sangue. Esta condi¢édo é
muitas vezes acompanhada de distensdo venosa jugular aparente. Eventualmente,
como o coragao continua a falhar, este se torna maior, realizando o backup de sangue
hepatico (HOGG e TIMENS, 2009).

Quando ocorre entdo a faléncia do 6rgdo, em pacientes que sofrem de DPOC
em estagio final, a Unica alternativa disponivel atualmente é o transplante bilateral ou
unilateral do 6rgdo. Entretanto, o nimero de pacientes adultos ativos na lista de espera
para transplante de pulm&o aumentou em 1,6 vezes no periodo de 2005 até 2014, e o
numero de pacientes adultos ativos no final do mesmo periodo aumentou 1,4 vezes em
todo o mundo (JORGEN, 2014). Estes dados indicam que a oferta de doadores
saudaveis de pulmdes para transplante € discrepante com o aumento do numero de
pacientes que estdo sendo adicionados a lista de espera. Isto resulta em uma alta
demanda e longa espera para o transplante do 6rgdo, causando alta mortalidade,

reducdo da qualidade de vida dos pacientes e gerando altos custos meédicos.
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1.4 Abordagens de engenharia tecidual pulmonar

Uma solucédo potencial para o dilema da escassez de 6érgdos para transplante
envolve abordagens de engenharia tecidual. A fim de se recriar as porgfes distais do
pulmédo, precisaremos necessariamente de uma fonte de obtencéo/proliferacdo de
células adequadas, bem como desenvolver o melhor substrato, ou matriz, para
crescimento celular tridimensional no qual essas células irdo crescer, organizar-se e
interagir com sinais indutivos.

A utilizacdo de células fetais pulmonares foi relatada como sendo capaz de
reconstruir estruturas ramificadas semelhantes aos alvéolos, utilizando cultura 3D em
hidrogéis em combinacdo com sinais indutivos derivados da organogénesis
(DOUGLAS, MOORMAN e TEEL, 1976; CHEN et al., 2005, MONDRINOS et al., 2006).

A utilizacdo de células fetais em ensaios clinicos em seres humanos nédo é
adequada. Para superar este problema, pesquisadores tém utilizado diferentes
abordagens, como o uso de células do epitélio das vias aéreas inferiores, que
demonstraram capacidade de auto-renovacdo e sado um forte candidato para uma
possivel utilizacdo como células-tronco (ANDRADE et al., 2007). Porém, existe muita
controvérsia em relacdo a sua funcdo tecidual e aplicabilidade. Células-tronco
Embrionérias (CTE) vem sendo bastante estudadas como possivel fonte para obtencao
em larga escala de CEAs. As CTE devem, entretanto, para terem aplicabilidade e
seguranca clinica, necessariamente passar por um rigoroso procedimento prévio para
diferenciacdo in vitro em endoderme e posteriormente nos fenoétipos celulares
desejados, além de separacao/purificacdo das populacbes celulares resultantes para
evitar a formacéo de tumores (teratoma) no paciente receptor.

Diversas abordagens para recriar estruturas, biorreatores ou arcaboucos (ou do
inglés scaffold), simuladores da arquitetura e funcdo da MEC alveolar ja foram relatas
(O’LEARY et al., 2015). Entretanto, a busca de arcabougos naturais vem ganhando
maior destaque visando possiveis aplicacbes clinicas bem sucedidas. Dentre os
protocolos de obtenc&o de arcaboucos naturais, o processo de decelularizagcdo, uma
técnica em que as células e outros componentes teciduais imunogénicos sao

suavemente removidos do tecido tratado por meio de agentes quimicos, tais como
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detergentes, deixando a MEC e sua ultraestrutura 3D complexa bem preservada, vém
sendo bastante utilizada ao longo dos ultimos 10 anos. A recelularizacdo do substrato
acelular tridimensional residual, oriundo tanto de humanos quanto de animais, utilizando
células fetais pulmonares humanas demonstrou uma reconstru¢éo funcional alveolar,
porém com um grau limitado de troca gasosa duas semanas pos-implantacdo, mas
novamente, ndo sao adequadas para uso clinico (FRANZDOTTIR et al., 2010). O
estado da arte da técnica baseia-se na utilizacdo de células progenitoras e/ou oriundas
de CTE para repovoar o arcabouco decelularizado. Alguns pesquisadores tém
demonstrado resultados positivos deste procedimento em ratos (SONG et al., 2011;
JENSEN et al., 2012).

As CTE possuem um grande potencial para se diferenciar em fenoétipos celulares
alveolares em modelos murinos (LONGMIRE et al.,, 2012; WANG et al.,, 2010) e
humanos (ROSZELL et al.,, 2009; SAMADIKUCHAKSARAEI e BISHOP, 2006).
Contudo, os protocolos in vitro para gerar CEAIl, fenétipo celular mais desejado da
diferenciacdo de CTE neste caso, ainda ndo sao totalmente eficazes e a producéo
numeérica final destas células é insuficiente para uso clinico. Por conseguinte, varios
grupos tém se concentrado no desenvolvimento de protocolos de producdo em larga
escala destas células para utilizacdo no tratamento de doencas respiratorias e
abordagens de engenharia tecidual. A maioria dos protocolos de sintese tem focado na
derivagcdo de CEAIl a partir de células-tronco, em especial CTE e pluripotentes
induzidas (iPSCs) (LONGMIRE et al., 2012; WANG et al., 2010; ROSZELL et al., 2009;
O’'LEARY et al., 2015).

1.5 Cultura de células-tronco embrionarias.

Células-tronco embrionarias sdo as células obtidas nas primeiras divisbes
celulares apods a fecundagéo. Refere-se a CTE as células obtidas da massa interna do
blastocisto. Estas células s&o caracterizadas como células indiferenciadas, que
possuem um alto potencial de se proliferar (auto renovacao), além da capacidade de se
diferenciar nas trés camadas germinativas e posteriormente todos os tecidos que

compde o organismo adulto. O potencial de diferenciacdo destas células € guiado por
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fatores de crescimento sollaveis em gradientes de concentracdo, sinalizacdes
paracrinas e célula-célula e, muitas vezes, por componentes de matriz extracelular, in
vitro e in vivo (SAMADIKUCHAKSARAEI et al., 2006). No entanto, a producéo,
obtencdo e utilizacdo destas células possuem graves limitacbes éticas e préaticas. O
estado indiferenciado de CTE em cultura experimental € mantido por uma rede de vias
de sinalizacdo que promovem a proliferacdo e impedem a diferenciacéo celular. Dentre
as diversas estratégias de manter a pluripoténcia de uma cultura de CTE, temos a
utilizacdo de uma camada alimentadora (do inglés feeder-layer) de fibroblastos
embrionarios de camundongos, utilizacdo de revestimento especial de recipientes de
cultura celular, etc. Dentre estas abordagens, destaca se a adicdo de fatores
especificos ao meio de cultura, por exemplo, o Fator Inibidor da Leucemia (LIF) e a
proteina morfogénica 6ssea 4 (BMP4) em meio de cultura livre de soro e quimicamente
definido.

LIF funciona através da via JAK-STAT para promover a auto renovacéo das CTE
(BURDON, SMITH e SAVATIER, 2002). LIF se liga ao receptor de LIF e associados
ativam Janus tirosina quinase-associados (JAK), que fosforila o fator de transcrigéo
STAT3 (BURDON, SMITH e SAVATIER, 2002). STAT3 fosforilado em seguida,
transloca-se homodimerizado para o ndcleo. Dimeros STAT3 ligam se em sitios de
DNA controlando a transcricdo de genes importantes para a auto renovacédo e
supressdo da diferenciacdo para endoderme e mesoderme (BURDON, SMITH e
SAVATIER, 2002).

BMP4, por sua vez, promove a auto renovacdo de CTE e inibe a diferenciacao
em ectoderme por meio da ativacdo da via SMAD (YING et al., 2013). LIF ou BMP4
individualmente sado insuficientes para promover a auto renovagao. A interacao entre
LIF e BMP4 ¢é essencial para auto renovacao e manutencao da indiferenciacdo de CTE.
A retirada de LIF e BMP4, na auséncia de fatores de crescimento, permite que as CTE
se diferenciem espontaneamente. Dependendo das condicbes de cultura e
suplementac¢des com fatores soluveis, CTE sdo capazes de se diferenciarem in vitro em
uma ampla gama de tipos celulares, como: cardiomidcitos, neurbnios, células-beta

pancreaticas, células alveolares do tipo Il, entre outros; podendo em seguida, serem
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implantadas respectivamente em modelos experimentais de enfarte cardiaco, doenca

de Parkinson, diabetes, fibrose pulmonar, entre outros (YING et al., 2013).

1.6 Diferenciacao de células-tronco embrionérias em tecido epitelial alveolar

Vérias estratégias e protocolos foram utilizados para a diferenciacdo de CTE
para células epiteliais pulmonares, incluindo: a utlizacdo de um meio comercial
projetado para manutencao in vitro de linhagens de células epiteliais das vias aéreas
distais (SERRANO-MOLLAR et al, 2007; GUILLAMAT et al, 2010;
SAMADIKUCHAKSARAEI e BISHOP, 2007; BURDON, SMITH e SAVATIER, 2002;
YING et al.,, 2013; RIPPON et al., 2004; COHEN et al., 2006), pré-diferenciacdo em
endoderme definitiva (RIPPON et al., 2006), co-cultura com mesénquima fetal (VAN
VRANKEN et al.,, 2007), utilizagdo de extrato citoplasmatico de células epiteliais
alveolares maduras (QIN et al., 2005), utilizacdo de componentes da membrana basal
(LIN et al., 2010), utilizacdo de diversos fatores de crescimento (LIN et al., 2010) e a
manipulacédo genética (WANG et al., 2007), porém o rendimento destes protocolos, que
em geral exigem varias etapas de diferenciacdo, sdo baixos e o custo € elevado, além
de ndo serem passiveis de automacao ou scale-up (producédo em larga escala).

As etapas de diferenciacdo, na maioria dos protocolos, incluem a expanséo da
forma indiferenciada de CTE e/ou corpos embrionarios (CE), e diferenciacdo terminal
em direcdo ao tipo de celular desejado. CE sdo estruturas celulares esféricas
resultantes da proliferacdo e/ou diferenciacdo de CTE em condi¢cdes de cultura ndo
aderentes. Sdo compostas por um conjunto de células das trés camadas germinativas.
A sua formacdo se assemelha ao desenvolvimento de tecidos embrionarios, mas o
processo de diferenciacdo € limitado por causa das variacdes de tamanho e escassez
de sinais indutores adequados (MAGYAR et al., 2001). A formacédo de CE precisa da
intervencdo do operador, o que dificulta o processo de automacéo. Estas medidas sao
adotadas na maioria dos protocolos projetados para direcionar a diferenciacdo de CTE
na maioria das linhagens celulares.

O encapsulamento de células dentro de um hidrogel é uma abordagem atraente,

visto que facilita e aumenta o contato célula-célula e as interacdes célula-matriz. Além
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disso, proporciona um ambiente personalizado tridimensional (3D), podendo suportar
altas densidades celulares com limitacGes de transporte de massas, de acordo com o
material utilizado. Isto resulta em comportamentos celulares que mais se assemelham
ao comportamento celular em um tecido natural. A facilidade de manuseio e a
diminuicdo da senescéncia sao outros beneficios adicionais (GASPERINI, MANO
e REIS, 2014).

1.7 Encapsulamento e cultura tridimensional

A integracdo bem sucedida das varias etapas de protocolos de diferenciacéo de
CTE em condicfes de cultura 3D pode ser atribuida ao desenvolvimento de interacdes
célula-célula e as interacdes célula-matriz, que se assemelham ao ambiente fisioldgico
celular natural, diferentemente da cultura 2D. A utilizacdo de uma matriz adequada é
necessaria para permitir uma cultura de células dependentes de ancoragem em
condigbes 3D (KHARKAR, KIICK e KLOXIN, 2013). Microcapsulas esféricas sao
usadas extensivamente para cultura de células, porque elas fornecem grandes areas de
superficie para o crescimento celular em cultura. Varios materiais para esta finalidade
vém sendo utilizados, como polissacarideos, gelatina e colageno (ALTANKOV,
BRODVAROVA e RAHKOV 1991; CAHN, 1990). Entre as diferentes matrizes utilizadas
para este fim, o alginato tem se mostrado ser um material interessante. A
semipermeabilidade do alginato permite a difusdo de oxigénio e nutrientes para as
células e a eliminacdo de residuos/metabdlitos celulares depois da encapsulacdo. O
alginato é facilmente polimerizado numa esfera, simplesmente deixando uma solucéo
de acido alginico ser gotejada em um reservatério contendo ions calcio, que
imediatamente polimeriza os mondmero sacérides em fibras de alginato insolaveis
microporosas em uma forma esférica semelhante a uma gota. Porém, duvidas sobre a
imunogenicidade do material, e sua eficiéncia sobre cultura de células extremamente
susceptiveis a estimulos como as CTE tem sido levantadas (DUSSEAULT et al., 2006)

A matriz formada por colageno tem as caracteristicas distintas de ser
macroporosa e conter microestrutura fibrosa, mais semelhante aos tecidos in natura

(LANGER e VACANTI, 1993). Além disso o colageno é uma estrutura molecular comum


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gasperini%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25232055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mano%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25232055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reis%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25232055

14

entre mamiferos, diferente do alginato, que é uma molécula encontrada apenas em
algas. E possivel reproduzir as complexas etapas da morfogénesis alveolar utilizando
células fetais pulmonares cultivadas em hidrogéis de coldgeno suplementadas com
fatores de crescimento da familia FGF (MONDRINOS, et al.; 2007). As microcapsulas
(do inglés beads) de coldgeno sao normalmente preparadas a partir da suspensao de
colageno de extratos brutos. As particulas esféricas de colageno podem ser formadas
através do disparo de uma suspenséao de fibras de coldgeno em azoto liquido, seguido
por reacOes de desidratacdo e de reticulagdo do gel com os vapores de formaldeido ou
glutaraldeido (DEAN, 1989; YANNAS, KIRK, 1984). Estes procedimentos empregam
condi¢cdes adversas e, aparentemente, ndo sao apropriados para aprisionar células in
situ para posterior cultivo. O alginato, por outro lado, pode ser formado em condicdes
suaves, ao entrar em contato com ions célcio (SMIDSROD e SKJAK-BREK, 1990).
Utilizando esta propriedade de gelificacdo, uma nova abordagem de producao de beads
hidrogélicos de colageno, na presenca de alginato como material de sacrificio foi
desenvolvido. Tsai et al demostrou que beads de colageno podem ser reconstituidos
em formato esférico apds a liquefacdo de alginato utilizando uma solugédo de citrato,
formando um bead esférico (TSAI et al., 1998). Os dados obtidos pelo grupo de Tsai
mostram proliferacdo celular aumentada dentro do bead em condigdo estatica,
comparada ao padrao de alginato, este resultado foi obtido novamente usando diferente

linhagem celular anos mais tarde (TEBB et al., 2006).

1.8 Cultura celular em microgravidade modelada

O HARV (do inglés High Aspect Rotating Vassel) é um tipo de biorreator de
parede rotativa (do Ingles Rotating Wall Vessel, ou RWV) desenvolvido pela NASA
(National Aeronautics and Space Administration) para simular microgravidade em
cultura de células (Figura 4). A microgravidade no HARV é simulada pela rotagdo do
fluido no interior do biorreator que se movimenta como um corpo solido, evitando fluxos
turbulentos e stress hidrodindmico devido a baixa friccdo sentida nas extremidades. A
velocidade de rotacédo pode ser ajustada para atingir um ponto em que 0s vetores de

forca sobre as células sdo essencialmente anulados. Quando otimizado, as células
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crescem num meio em queda livre constante, sem sentir os efeitos da gravidade
puxando-as de encontro a uma superficie. A rotacdo em corpo solido permite assim, um
ambiente minimamente turbulento para o crescimento celular. Este ambiente de cultura
em suspensdo suave conduz a uma elevada eficiéncia de crescimento das células
(HAMMOND e HAMMOND, 2001; AYYASWAMY e MUKUNDAKRISHNAN, 2002).

Figura 4: Representacdo do biorreator HARV. (A) Imagem real de um aparelho padrdo produzido pela
Synthecom®. (B) Representagdo dos componentes do sistema dindmico do biorreator HARV.

A otimizacdo da cultura em suspensdo no HARV é conseguida através da
aplicacdo de trés conceitos. Em primeiro lugar, a velocidade terminal deve ser
minimizada pela escolha de uma matriz de encapsulamento e meios de cultura téo
préoximos de densidade possivel. Em segundo lugar, a rotagdo do recipiente induz o
efeito Coriolis que por sua vez induz for¢a centrifuga. Ambas as forcas sao diretamente
dependentes da velocidade terminal e sdo minimizadas quando a velocidade terminal é
reduzida. Em terceiro lugar o transporte de massa (de nutrientes) para uma célula em
cultura em suspensdo depende da velocidade terminal e da difusdo de nutrientes
(HAMMOND e HAMMOND, 2001). Como a velocidade terminal € minimizada, entrega
de nutrientes por fluxo de massa é, portanto, reduzida. A difusdo depende das

propriedades tanto da particula quanto do meio de cultura (Figura 5). A microgravidade
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simulada em um HARYV, melhora a interacdo célula-célula no ambiente 3D, que € um

fator importante na diferenciacéo de CTE.

Terminal Velocity V, = [2{77'2([)', = pp V(Oppp

3V,
Shear Stress T =
max 9
ar
Parameter Description Relationship Power
Terminal velocity
g Gravity Direct 1
r Radius of particles Direct square 2
Po — Pr Difference in density between Direct 1
culture particles and medium
n Viscosity of cell culture medium Inverse -1
pr Density of culture medium Inverse 1
Shear stress
I Viscosity of cell culture medium Direct 1
Vs Terminal velocity Direct 1
r Particle radius Inverse 1

Figura 5: Representacdes matematicas das variaveis envolvidas no sistema HARV. Extraido do trabalho
de Hammond e Hammond, 2001.

Embora a diferenciacdo de CTE encapsuladas ter sido relatada em uma grande
variedade de fendétipos celulares, como cartilagem, osso e células pancreaticas, apenas
recentemente, Siti-lIsmail et al, 2012 (SITI-ISMAIL et al.,, 2012) relatou que CTE
encapsuladas em alginato em ambiente de microgravidade, usando como indutor de
diferenciacdo o meio condicionado obtido a partir da linhagem celular A549
(adenocarcinoma pulmonar humano), apresentam como resultado final, células com
expressdo da proteina surfactante C ( do inglés SPC), um marcador bem estabelecido
das CEAII.

A aplicagdo do meio condicionado-A549 em diferenciacdo em CEA foi relatada
como uma alternativa eficiente e de baixo custo, comparado aos protocolos de
diferenciacdo endodermal e posterior epitelial alveolar utilizando meios quimicamente
definidos e com adicéo de fatores de diferenciacéo especificos (ROSZELL et al., 2009;
RIPPON et al.,, 2008). Em particular, Roszell et al, 2009 relatou diferenciacdo em
condi¢cBes 2D e mantidas em meio condicionado-A549 por 11 dias, gerando 37,6% de

células SPC-positivas, que é mais baixo do que o rendimento de aproximadamente
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50% obtido pelo sistema de cultura 3D relatado por Siti-lsmail et al, 2012. Além disso, 0
sistema de cultura 3D resultou em CEAIlI com uma morfologia mais definida, tal como
evidenciado pelas microvilosidades mais pronunciadas do que as obtidas por cultura
2D. Dados recentemente publicados de nosso laboratério demonstraram que esse meio
condicionado de A549 apresenta como possivel fator indutor da diferenciacdo, a
subunidade a5 da laminina (LECHT et al., 2014).

O coldgeno tipo | € encontrado em abundancia no pulmdo. Além das
caracteristicas ja descritas anteriormente, o coldgeno tipo | possui sitios para ligacdo de
outras moléculas de MEC, que sao potenciais fatores presentes no meio condicionado-
A549 indutores da diferenciacdo celular, como a prépria subunidade a5 da laminina
(cadeia a, isoforma 5). Além disso, assim como o alginato, hidrogéis de colageno séo
facilmente produzidos em laboratério, a baixo custo operacional e com fécil controle de
suas caracteristicas fisicas sendo, portanto, um potencial candidato para servir como
material de encapsulamento celular para diferenciacdo de CTE, apesar de até presente
data né&o ter sido ainda descrito para tal finalidade.

Este trabalho teve como objetivo obter um protocolo que forneca uma fonte
abundante de CEAIlI com baixo custo operacional e em tempo eficiente, sendo o agente
de diferenciacéo escolhido para tal o meio condicionado-A549. A hipétese testada é de
qgue a porosidade do hidrogel de colageno pode ser controlada mediante a utilizacéo de
um material de sacrificio como o alginato, sendo o colageno tipo | o arcabouco
permanente. A maior porosidade, em combinagdo com o ambiente dinamico do HARV,
proporciona um ambiente com melhor propriedade de transporte de massas para as
células que, por sua vez, permite 0 aumento da proliferacdo celular, consequentemente
uma producdo mais rapida e eficiente de um grande numero de células. Da mesma
forma, encapsular as CTE em um material fisioldgico, como o colageno, pode ser capaz
de melhorar o direcionamento da diferenciacao celular para um fenétipo de CEAII

Com base no ja descrito anteriormente, este trabalho testa a hipétese de que o
encapsulamento em uma matriz microesférica de colageno seria mais eficiente para o
protocolo de proliferacéo e diferenciacdo de CTE visando a producdo em larga escala
de CEAIll em microgravidade modelada, comparada ao material padrdo ja utilizado para

tal, o alginato.
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2. OBJETIVOS

Otimizar o protocolo atual para diferenciacdo e producdo de fendtipos de
endoderme definitiva e CEAIl, a partr de CTE usando um novo material de
microencapsulamento de colageno tipo | otimizado para cultura 3D em microgravidade

modelada.

2.1 Objetivo especifico 1: Caracterizagdo de materiais

Caracterizar as propriedades fisicas e quimicas, tais como: teor de agua,
deformacdo causada pela retirada de agua do material, cinética de absorcdo e
liberacdo de moléculas e analise da topologia do novo material de encapsulamento de

colageno tipo | e microcapsulas controle com composicfes variadas de material.

2.2 Objetivo especifico 2: Proliferacéo celular

Avaliar a proliferacdo celular dentro das microcapsulas de colageno tipo | e seus
respectivos controles em um ambiente estatico e em um ambiente dindmico, avaliado o
crescimento dos agregados celulares encapsulados ao longo do tempo, assim como o

numero total de células viaveis extraidas apds o protocolo.

2.3 Objetivo especifico 3: Diferenciagéo celular

. Caracterizar da diferenciacéo celular para linhagem de endoderme definitiva
(FOXA2, SOX17 e CXCR4) e posterior desenvolvimento de fendtipo epitelial alveolar
(SPA, SPB, SPC) nas microcapsulas de hidrogel de colageno e seus respectivos

controles.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Formacé&o das microcapsulas de hidrogél

3.1.1 Microcapsulas de alginato

Foi preparada uma solucdo de 1,2% m/v de acido alginico de baixa viscosidade
(Sigma), diluido em agua deionizada, acrescentada ou ndo de: 0,1% m/v de gelatina
(Sigma) diluida em PBS sem célcio e magnésio (Cellgro), ou 0,1% m/v de colageno tipo
| de cauda de rato (BD Bioscience). Este material foi preparado com ou sem células, de
acordo com o teste a que seria submetido. A solucdo de polimerizacao foi preparada,
sendo composta de uma solugdo 1,5% m/v de cloreto de calcio (Sigma) (pH 7,2);
agitada lentamente em um becker de 50 ml. A solugéo de &cido alginico foi gotejada na
solucdo de polimerizagdo a uma altura de aproximadamente 5 cm, utilizando uma
seringa de 5 ml e uma agulha de calibre 25 ligada a uma bomba de seringa ajustada a
uma vazdo de 1 ml/min. As microcapsulas esféricas foram mantidas na solucdo de
cloreto de célcio sob agitacdo durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Subsequentemente, as microcdpsulas foram lavadas trés vezes com PBS 1X sem

célcio e magnésio, pH 7,2.

3.1.2 Microcapsulas de colageno

Uma solucdo de 1,2% m/v de &cido alginico de baixa viscosidade (Sigma),
dissolvido em PBS sem calcio e magnésio, adicionada de 1,9 mg/ml de colageno tipo |
de cauda de rato (BD Bioscience), foi produzida e mantida a 4°C, assim como todo o
protocolo aqui descrito a seguir. Para melhor solubilidade da solug&o o tubo foi levado
ao vortex por 2 minutos. Apos a adicdo de duas gotas de vermelho de fenol, o pH da

solucéo foi neutralizado utilizando hidroxido de sédio 1 M, até a cor da solugéo tornar-
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se vermelho/puarpura, quando entdo as células seriam adicionadas, ou ndo, de acordo
com o teste a que o material seria submetido. A solucdo foi gotejada dentro de uma
solucao 1,5% m/v de cloreto de célcio (pH 7,2), conforme descrito anteriormente para
as microcapsulas de alginato. Subsequentemente, as microcapsulas foram lavados com
um tampao, de pH 7,2, contendo 1,1% m/v de cloreto de célcio e 0,1% m/v de CHES [(2
(N-ciclo-hexilamino)-etano acido sulfarico]. Os beads, em seguida foram imerso numa
solucao de tampédo sodio-CHES (Na-CHES) (0,15 M de cloreto de sédio e 1,1% m/v de
CHES, pH 7,2) contendo 0,05% m/v de L-lisina por 10 a 15 segundos. Logo apds,
repetiu-se o processo de lavagem com Na-CHES e entdo as microcapsulas foram
incubadas em uma solucdo 50 mM de citrato de sodio, pH 7,2, durante 10 min. Por fim,
as microcapsulas foram lavadas com Na-CHES e ressuspendidas no meio de cultura. A
ligacdo cruzada do coldgeno foi completada por incubacdo a 37°C durante 2 horas, ver
Figura 3.

1,2% m/v de Acdo Seringa calibre 25, ‘

alginico + 0.1% m/v 2 3 cm de altura de
de Gelatin uma solugdo de
cac v

3lavagens

( ) [ - | 4 [ “\!
5min - i
, . e

Placa de Cultura Biorreator - HARV
CaCl1,5%m/v,pH 7.2 PBS, pH7.4
1.9 mg/mi Coiigeno  Seringa calibre 25,
Tpol+1,2%m/vde 33 cmodeatura de
Acido alginico. uma solcdo de
caC
3lavagens 10-15s 3lavagens 10-15 min 3lavagens
i 5 min ! [ : [ : ‘ ! { f ' 2hem
F— — 3/C,5-CO’
Meio
experimental I ‘ ‘
Ca0 1,5% CaCi,1%miv+ OISMNCI+4,1% 015 M Nacl + 50 mM Citrato de 0,15 M Na¢l +
mi,pH7.2  O1%m/VCHES, m/v CHES + 0,05% 1,1% m/v CHES Sadio, pH7.2 1,1% myv CHES,
pH 7.2 m/viising, pH 7.2  pH7.2 pH7.2

Figura 6: Representacao dos protocolos de producgdo das microcapsulas. Na parte superior da figura esta
uma representagcdo esquematica do protocolo utilizado para produzir as microcapsulas de alginato. Na
parte inferior da figura esta uma representacdo esquematica do protocolo utilizado para produzir as
microcépsulas de colageno.
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3.2 Caracterizagdo dos materiais

Para esta secdo decidimos comparar o efeito da incorporacdo de diferentes
matrizes nas propriedades fisicas de hidrogéis microesféricos, por isso foram
analisados quatro diferentes composicoes destes materiais:

(1) 1,2% de alginato, (2) 1,2% de alginato + 0,1% de gelatina, (3) 1,2% de

alginato + 0,1% de colageno tipo | e (4) microcapsula de colageno tipo I.

3.2.1 Peso e diametro hidratado

Logo apdés as microcapsulas serem produzidas elas foram pesadas em uma
balanca analitica em grupos de cinco microcapsulas (n = 7). Para garantir que nenhum
liquido residual aderido a parede externa do material fosse medido, o excesso de agua
foi removido colocando delicadamente o material em um lenco seco por uma Unica vez,
repetindo isso para todas as condi¢cdes. Assim sendo, os materiais foram fotografados
em um microscopio estéreo e o didmetro calculado com a ajuda de um paquimetro.
Uma vez que a borda do paquimetro tocou a superficie do material, o diametro foi
registrado. O mesmo procedimento foi realizado entre os diferentes materiais (n = 7).

Ver Imagem 1 na sess@o Anexos para mais detalhes.

3.2.2 Peso e diametro seco

ApoOs a formagédo das microcapsulas, elas foram previamente desidratadas em
gradiente crescente de etanol (10 minutos em solucdo, comecando a 40°GL, variando
10°GL até 100°GL) em seguida, desidratadas por secagem em ponto-critico, de acordo
com protocolo estabelecido pelo fabricante (CPD; Polaron CPD7591®). AplOs este
procedimento os materiais foram pesados em grupos de cinco microcapsulas em uma
balanga analitica (n = 7). As medi¢des do didametro seco foram realizadas como descrito
para o material hidratado (n = 7).
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A fim de estimar o conteido de agua dos materiais testados e o percentual de
encolhimento foi realizado um tratamento matematico dos conjuntos de dados. O

percentual de encolhimento foi calculado da seguinte forma:

[Didametro hidratado (mm) - Diametro seco (mm)] x 100
Diametro hidratado (mm)

E o percentual de retencéo de agua calculado da seguinte forma:

[Peso total (g) - Peso seco (g)] x 100
Peso total (g)

3.2.3 Ensaio de absorcao de FITC-dextrana

Para este protocolo foi preparada uma solugdo de FITC-dextrana 150 kDa
(Sigma®) a uma concentracdo de 1 mg/ml (HINES e KAPLAN, 2011). Os diferentes
tipos de microcapsulas foram incubadas em grupos de cinco por uma hora em 1 ml da
solucdo de FITC-dextrana em um tubo de 1,5 ml, a temperatura ambiente em lenta
agitagcédo. Depois de uma hora, 200 pl da solugéo foi removida e colocada em uma placa
de 96 pocos em triplicata. Este experimento foi repetido trés vezes para todos os
grupos (n = 3). A analise foi realizada utilizando um espectrofluorimetro (Tecan M200
Pro® infinite) com um comprimento de onda de 490 nm para excitacdo e 525 nm de
comprimento de onda para a emissdo. Para quantificagdo, uma curva padrédo foi
construida com diluicbes em série de FITC-dextrana 150 kDa (1 mg/ml). A massa de
FITC-dextrana removida do meio pelas microcdpsulas foi calculada e, em seguida,

dividida pelo peso umido médio respectivo de cada grupo.

3.2.3.1 Cinética de liberacéo de FITC-dextrana

De acordo com o método descrito anteriormente, foi medido o esgotamento de
FITC-dextrana a partir do sobrenadante. Nesta sess&o, nosso objetivo foi de analisar a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hines%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21250666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaplan%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21250666
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cinética de liberacdo ao longo do tempo das microcapsulas carregadas com FITC-
dextrana. Mais uma vez foi utilizada uma solucdo de 1 mg/ml de FITC-dextrana 150
kDa (Sigma) (HINES e KAPLAN, 2011). As microcapsulas foram incubadas em grupos
de cinco em 1 ml da solugdo de FITC-dextrana em um tubo de 1,5 ml, & temperatura
ambiente sob lenta agitacdo durante uma hora. As microcapsulas foram entéo
cuidadosamente lavadas uma vez com agua deionizada e, em seguida, incubadas em 3
ml de agua deionizada, sob leve agitacdo. Para a amostragem, 200 ul foram retirados
em 15, 30, 45, 60 e 120 minutos de incubacao e colocados em uma placa transparente
e de fundo plano de 96 pocos para analise por espectrofluorimetria utilizando um
espectrofluorimetro (Tecan M200 Pro® infinite) calibrado para um comprimento de onda
de 490 nm para excitacdo e 525 nm para emissdo. Os dados obtidos foram divididos
pelos valores respectivos de captacdo média de cada grupo e o grafico plotado. O
modelo de cinética de Michaelis-Menten foi utilizado e o valor de Km (constante de
Michaelis), que € o tempo necessario para que as microcapsulas liberassem 50% da
sua carga total foi obtido para andlise quantitativa. Este experimento repetido trés vezes

para todos os grupos (n = 3).

3.2.4 Microscopia eletronica de varredura

Imediatamente apés a formacdo das microcapsulas, elas foram fixadas em
solucao de glutaraldeido (grau Il) 2,5% diluido em agua deionizada, por 24 horas. Logo
entdo estas microcapsulas foram desidratadas utilizando gradiente de etanol e,
posteriormente secas por secagem em ponto-critico (Polaron CPD7591®). Para avaliar
a morfologia da area superficial, todas microcapsulas foram montadas em uma etiqueta
de carbono e receberam um revestimento por plasma de ouro em atmosfera de argonio
por 3 minutos, a uma distancia de 10-15 cm entre a amostra e a placa de ouro (ver
Imagem 2 sessdo de Anexos). As imagens foram tiradas por um microscépio eletrénico
de varredura (Agilent Technologies - 8500 Field Emission Scanning Electron
Microscope®).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hines%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21250666
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3.3 Declaracédo de ética e cultura celular

Este trabalho foi desenvolvido em estrito acordo com 0s principios éticos e de
biosseguranca de cultura de células (NIH, 2009). Este trabalho utilizou apenas
linhagens celulares previamente estabelecidas e caracterizadas. O laboratorio de
bioengenharia da Universidade de Temple possui certificagdo para experimentacdo e
estoque de células humanas e de animais pelo NIH (National Institute of Health).
Durante a cultura de manutencéo e experimental, todas as células do foram mantidas
em um protocolo padrédo para cultura de células. Em especial, as CTE foram mantidas
em uma incubadora separada e designada exclusivamente. Em ambos os casos fora
fornecido os parametros controlados de ambiente, tais como: temperatura constante de
37°C e atmosfera de CO, a 5%, bem como humidade adequada. Todas as células
foram manipuladas usando capela de fluxo laminar bioldgico padrao e respeitando as

técnicas estéreis de cultivo.

3.3.1 Células A549 e obtencédo de meio condicionado

Células A549 (células derivadas de adenocarcinoma pulmonar humano, ATCC
CCL-185), foram cultivadas em meio de cultura DMEM com alta concentracdo de
glicose (4,5 g/L) (Corning), suplementado com 10% de FBS (Soro Fetal Bovino)
(Benchmark®), 1% Pen/Strep (100X) (Corning), e 1% de L-glutamina (100X) (Corning).
As células foram passadas utilizando tripsina padrédo (Corning) numa razéo de protocolo
de divisdo de 1:10. As células foram expandidas para garrafas de cultura T175 (BD
Falcon) para o condicionamento do meio. Uma vez que as células cultivadas atingiram
95-100% de confluéncia, usualmente em 2-3 dias, os meios foram recolhidos e filtrados
através de um filtro de baixa ligacdo a proteinas (Corning) e armazenados a -20°C em
tubos Falcon de 50 ml, por ndo mais do que 2 meses. Este meio seria utilizado
posteriormente para confec¢cao do meio de cultura enriquecido com 50% (v/v) de meio

condicionado para os experimentos de diferenciacdo celular, conforme sera mostrado
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adiante. Ver Figura 7, a seguir, para demonstracdo da morfologia aparente da cultura

de A549 assim como representacédo da obtencdo do meio condicionado.

Ceélulas A549 80-90% confluente Meio condicionado-A549

.

Figura 7: Cultura e obtencdo de meio condicionado de células A549 em cultura de manutengéo. Figura
representando a cultura de células A549. A confluéncia aqui é estimada em 90%. As células
apresentaram uma morfologia caracteristica de células epiteliais, conforme o esperado. Diagrama
explicativo da obteng&o do meio condicionado de A549

3.3.2 Culturade E14 12 delta S

E14 (células-tronco embrionarias de camundongos) foram geneticamente
modificadas pelo laboratério do Dr. Paul Gadue na Universidade da Pensilvania
(GADUE et al., 2006). O gene de CD4 foi transfectado (knock-in) para ser conjugado no
mesmo quadro de leitura do gene de FOXA2 (marcador endoderme) e, da mesma
forma, o gene da GFP (proteina fluorescente verde, do inglés green fluorescent
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protein), foi transfectado para o0 mesmo quadro de leitura do gene Brachyury T
(marcador de mesoderme).

As células foram cultivadas em meio Knockout DMEM/F-12 (50:50)
suplementado com 0,5% v/v de N2 (50X) (Life Technology®, Cat # 1705-048) e 1% B27
(100X) (Life Technology®, Cat # 17504 -044), 0,05% de BSA (albumina de soro de
bovino, do inglés Bovine Serum Albumin) [solucdo de albumina bovina fraccéo V (7,5%)
- Life Technology®, Cat # 15260037], 1 ng/ml de LIF (Esgro-Millipore, Cat # ESG1106),
10 ng/ml de BMP4 (R&D® Cat # 5020-BP-010) e 0,15 ml de 1-tioglicerol (Sigma®). As
garrafas de cultura foram revestidas previamente com gelatina (agua ultra-pura, com
0,1% de gelatina, Embriomax®, Millipore) durante 30 minutos a 37°C antes de as
células serem semeadas. As células foram expandidas até atingirem 70-80% de
confluéncia e depois foram divididas usando TrypLE Express (Invitrogen) por ndo mais

do que 60 segundos.

3.4 Cultura experimental

3.4.1 Estética

Para encapsulamento celular, as células foram ressuspendidas no hidrogel
previamente a sua polimerizacdo em uma concentracdo de 2x10° células/ml. Apds o
procedimento para gerar as microcapsulas de hidrogel (ver sessdo 3.1), 50-80
microcapsulas foram divididas em dois pocos de uma placa cultura de 6 po¢os. Um dos
pocos recebeu a mesma composi¢cdo do meio de cultura de E14 12 delta S estando
ausentes apenas os inibidores da diferenciacdo (LIF e BMP4), também chamado de
meio E1412 delta S (-), este grupo foi chamado estatico-espontaneo (ST-SP). O outro
grupo recebeu uma mistura de 50% de meio condicionado e A549 e 50% (2X) E1412dS
(-). Esse grupo foi chamado de estatico-condicionado (ST-CM). Os meios de cultura

foram trocados a cada dois dias.
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3.4.2 HARV

Assim como anteriormente, para encapsulamento celular, as células foram
ressuspendidas no hidrogel previamente a sua polimerizacdo em uma concentracéo de
2x10° células/ml. Ap6s o procedimento para gerar as microcapsulas de hidrogel (ver
sessao 3.1), 50-80 microcpsulas foram divididas em dois biorreatores HARVs de 10 ml
(Syntechon®). Um biorreator recebeu o meio E1412dS (-), sendo chamado de HARV-
espontaneo (HV-SP). O outro biorreator recebeu uma mistura de 50% de meio
condicionado de A549 e 50% (2X) E1412dS (-), sendo chamado de HARV-
condicionado (HV-CM). Os meios de cultura foram trocados a cada dois dias. A
velocidade de rotacdo dos biorreatores foi iniciada em 17 rpm e aumentada conforme
necessario para manter as microcapsulas em rotacdo na posi¢cao adequada, simulando

um ambiente de microgravidade.

3.5 Medida da area dos esferoides-celulares

Amostras das microcapsulas foram fotografadas a cada dois dias usando um
microscépio de contraste de fase (FSX100-Olympus®) com aumento de 100x. As
meédias das areas dos esferoides celulares formados dentro das microcapsulas foram
analisadas usando o software Imagem-J®. A média da area dos esferoides-celulares foi
usada como uma estimativa da proliferacdo celular durante o experimento. Foi medido
aproximadamente 1-10 esferoides por campo. Dez imagens foram tomadas em cada
tempo para cada grupo em microcapsulas aleatérias. No minimo cinco imagens foram
analisadas em cada tempo para cada grupo, com 3 medi¢cdes individuais de cada
esferoides por imagem. A delimitacdo do esferoide a ser analisado e de sua area foi
delimitada como sendo o ponto focal médio (em foco) de um esferoide em posi¢éo
espacial randémica. A figura seguinte € uma representacdo da medicdo do tamanho

dos esferoides utilizando o software ImageJ foi realizada (n=20)
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Figura 8: Representacdo da andlise da &rea dos esferoides-celulares. A area de 1-10 esferoides por
campo foram medidas. Foram analisadas 10 imagens em cada ponto de tempo, para cada grupo, n=20.

3.6 Contagem de celulas

No dia 11, as células foram desencapsulados utilizando os seguinte protocolos:
a) os hidrogéis de alginato foram desencapsulados usando uma solucdo de 1,5% m/v
de citrato de sddio durante 5 minutos em temperatura ambiente, seguido por 10-15
segundos de agitacdo em vértex e trés lavagens em PBS s/CaMg. b) os hidrogéis de
coldgeno foram desencapsulados utilizando uma solugdo de tripsina padrdo para
cultura de tecidos durante 5-7 minutos em 37°C, seguidos por 10-15 segundos de
vortex e uma lavagem com meio de cultura e trés lavagens com PBS s/CaMg (n = 3).

Apbés o procedimento desencapsulamento, o numero de células viaveis foi
calculado utilizando um hemocitometro de Neubauer optimizado. Foi adicionado o
corante Trypan Blue para diferenciar células vivas de mortas e obter o indice de

mortalidade celular.
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3.7 qRT-PCR

Apés o procedimento desencapsulamento, um pellet de células foi obtido e
separado por centrifugacdo, 800 rpm, sendo congelado a -80°C até posterior
processamento. O RNA total foi isolado utilizando as colunas de separacdo
QIAshredder e as colunas RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A concentracdo de RNA foi determinado usando NanoDrop
ND-3300 espectrofluorimetro com o software 3300 (Thermo Scientific, Wilmington, DE).

Um micrograma de RNA total foi submetido a transcricdo reversa com primers
aleatérios usando o kit High Capacity Reverse Transcriptase cDNA (Applied
Biosystems, Foster City, CA) para que entdo gerar uma biblioteca de cDNA.

A analise quantitativa de PCR em tempo real (QRT-PCR) do cDNA foi realizada
em sistema Eppendorf Mastercycler ep realplex Il (Eppendorf, Alemanha), com rapido
ciclo térmico utilizando o invetério de primers Tagman (Applied Biosystems): Nanog
(Ensaio ID: MmM02019550_s1), Foxa2 (Ensaio ID: MmM00839704 _mH), Sox17 (Ensaio
ID: Mm00488363_m1), CXCR4 (Ensaio ID: Mm00839704 _mH), SPA (Ensaio ID:
MmO00776876_m1), SPB (Ensaio ID: Mm02059886 s1) e SPC (Ensaio ID:
Mm00488144 m1l). As reacdes foram realizadas em triplicata. Os niveis de expressao
dos genes foram normalizados para a expressdo do gene GAPDH (Ensaio ID:
Mm02342430_gl). Para os genes de endoderme, os niveis de expressao relativa para
guantificacdo (do inglés relative quantification ou rq) foram obtidos normalizando os
dados com os valores de expressdo, de cada gene individual, em células-tronco
embriondrias indiferenciadas obtidas no dia 0 do experimento (antes de serem
encapsulados). Ja para marcadores de epitélio alveolar, esse mesmo procedimento foi
realizado, porém sendo normalizado pela expressédo em células epiteliais pulmonares
fetais de camundongos. A quantificagdo foi realizada pelo método CT comparativo (2-
AACt), conforme detalhado no boletim de usuario #2, de acordo com o especificado
pelo fabricante, Applied Biosystems.

Devido ao fato de até a presente data, apenas 1-2 estudos independentes (a
depender do grupo testado) terem sido realizados, devido a questdes técnicas relativas

a cultura das CTE, nao realizamos analise estatistica nos dados obtidos nesta sessao.
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Os dados sao representados como a média + erro padrao da média, sendo o0 conjunto
de dados composto de todas as repeticdes técnicas processadas (3-6 dependendo do

experimento).

3.8 Citometria de fluxo

As células E14 12 delta S foram marcadas com anticorpos anti-SSEA-1 e
OCT3/4 para avaliar o grau de indiferenciacdo, como um controle de qualidade para os
experimentos. Todo o trabalho foi realizado em gelo (incluindo centrifugacéo a 4°C). As
células foram coletadas pelo método de TrypLE e contadas. As células foram divididas
entre tubos de 1,5 ml (500 mil células cada), e lavadas trés vezes com PBS sem calcio
e magnésio + 2% de FBS. As células foram bloqueadas durante 20 min a temperatura
ambiente em PBS s/CaMg + 2% de FBS. Apds este procedimento os grupos foram
divididos em: A) n&o marcados B) FITC-anti-SSEA-1 e Alexafluor 586-anti-Oct3/4
murino (1:5) (eBioscience) C) FITC-IgM, isétipo K murinho como controle (1:5) (BD
Pharmingen). As amostras foram lavadas trés vezes com PBS sem calcio e magnésio +
2% de FBS. As amostras foram analisadas em um citdmetro BD Accuri C6 em fluxo

lento; limiar de 80.000 sendo 10.000 eventos analisados por leitura.

3.9 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software Graphpad Prism 5®. Todos
0s dados sdo expressos como média = erro padrdo da média (SEM). Para a analise
inferencial foi definido um nivel de significancia de 5%. Os conjuntos de dados foram
testados para normalidade com o teste de D’Agostino e Pearson. O teste estatistico
escolhido para amostras com distribuicdo normal foi o ANOVA one-way com pos-teste

de Tukey.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo dos materiais

Os resultados da caracterizacdo do material estao representados na Figura 9. As
microcapsulas de colageno mostraram, respectivamente, um didmetro hidratado maior
(55,6 £ 6,7% maior) do que a média dos grupos de alginato, assim como 0 peso
hidratado (113,6 £ 9,4% mais pesado) também em comparacdo com a meédia dos
grupos de alginato. Quando as microcapsulas foram secas utilizando a secagem em
ponto-critico, as microcapsulas de coldgeno mostraram um diametro reduzido (37,3 +
8,8% menor) comparado a média dos grupos de alginato, assim como seu peso (56,9 +

10,4% mais leve), também comparado a média dos grupos de alginato.
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Figura 9: Caracterizacdo dos hidrogéis. (A) Diametro das microcapsulas hidratadas. (B) Diametro das
microcapsulas apds desidratacdo. (C) Percentual de encolhimento das microcapsulas. (D) Peso das
microcapsulas hidratadas. (E) Peso das microcapsulas ap0s desidratacdo. (F) Teor de agua das
microcapsulas, dados mostrados de 99-100%. (n=7, **=p <0,01 e *=p <0,05).
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4.1.1 Ensaio de absorcao FITC-Dextrana.

Depois de as microcapsulas serem incubadas na solucdo de FITC-dextrana, a
capacidade de absorver o corante fluorescente foi avaliada. A Figura 10 representa o a
absorcdo do corante apos incubacdo. As microcapsulas de coldgeno mostraram um
aumento significativo (166,6 = 15,8% maior) na absor¢cdo do corante fluorescente

comparado a média de todos os grupos de alginato.

Absorcéo - FITC-Dextrana 150 kDa
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Figura 10: Absorcdo de FITC-Dextrana 150 kDa. Microcapsulas de colageno mostraram um aumento de
capacidade de absor¢céo de moléculas de FITC-dextrana a partir do meio em comparagdo com 0sS grupos
de alginato. (n = 3, **=p <0,01 e *=p <0,05).

4.1.2 Cinética de liberacao de FITC-Dextrana

As curvas de cinética de liberacdo de FITC-Dextrana 150 kDa estdo

representadas na Figura 11. Amostras de sobrenadante foram retiradas a cada 50 min,

e com a concentracdo determinada a partir de uma curva padrdo. O valor de Km indica
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0 tempo que levou para as microcapsulas liberarem 50% da quantidade total de FITC-
dextrana. As microcapsulas de colageno apresentaram um valor de Km
significativamente reduzido (55,6 + 11,2% menor) em relacdo a média dos grupos de

alginato.
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Figura 11: Cinética de liberagdo de FITC-Dextrana 150 kDa. Representagdo grafica da cinética de
liberagdo de FITC-Dextrana 150 kDa. O grupo Colageno mostrou uma liberagdo mais rapida das
moléculas carregadas em comparacao aos grupos de alginato. Valores de Km estéo indicados ao lado do
nome de cada grupo (n = 3, *=p<0,05).

4.1.3 Microscopia eletrénica de varredura

A analise morfo-topolégica das microcapsulas revelou que os grupos de alginato

ndo mostraram quaisquer diferengas perceptiveis entre si. No entanto, a topologia das
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microcapsulas de colageno é notavelmente diferente. As imagens representativas estao
mostradas na Figura 12. As microcapsulas de colageno mostram uma superficie fibrilar
nitida, enquanto os grupos de alginato aparecem mais densos e compactos e com
fiboras ndo aparentes. As microcapsulas de colageno mostraram uma porosidade

aparentemente maior em comparacao com as microcapsulas de alginato.

Figura 12: Imagens de microscopia eletrénica de varredura dos hidrogéis. Imagens representativas
obtidas para estudo morfo-topologico das microcapsulas de alginato e colageno (5000X). Uma clara
diferenca pode ser observada entre a morfologia superficial das microcapsulas de alginato (1-3) e de
colageno (4).
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4.2 Caracterizagao da culturade E14 12 delta S

A analise por citometria de fluxo e morfologia aparente da cultura de manutencao
de E14 12 delta S estd mostrada na Figura 13. O gate foi definido na populacao
principal de células vivas (gate 1) no grafico de dispersao lateral (SSC) vs linear (FSC).
Outro gate foi colocado sobre a principal subpopulacéo do gate 1 (gate 2) no grafico FL-
1 vs FL-4 em relacdo aos grupo controle-isotipo. Os resultados indicam um total de
88,45% de eventos de co-expressdo de OCT3/4 e SSEA-1 e apenas 0,48% dos
eventos nao registraram nenhum sinal. Este teste foi repetido trés vezes, previamente a
trés experimentos independentes. Consolidando os dados foi se obtido uma média de
85,6 = 4,5% de co-expressao de Oct3/4 e SSEA-1 e 0,72 + 0,3% de duplos negativos.

C

SSEAL (4) SSEAL [+)
Oct3/a () Octd/a(+)
0.4% o ": 88.45%
SSEAT(9 B ssta()
Oct3/4() SO TRR Oct3/a (+)
0.48% 10.65%

TiAN

Figura 13: Cultura e caracterizagdo das células E14 12 delta S. A esquerda: Imagem de microscopia de
contraste de fase da cultura de manutencdo de E14 12 delta S, 100X. As células crescem em col6nias e
mostram morfologia como esperado de células embrionarias em cultura. A direita: (A) Grafico
representativo de disperséo lateral vs linear e obte¢do do gate 1. (B) FL-1 (Oct3/4) vs FL-4 (SSEA-1) e a
obtencdo do gate 2, ajustado na populagdo controle isétipo. (C) A andlise quantitativa dos eventos por

guadrantes/expresséo das proteinas marcadas.
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4.3 Proliferagéo celular

A area dos esferoides-celulares ao longo do tempo de cultura esta indicada na
Figura 14. Em ambas as microcapsulas de alginato e de colageno, os esferoides-
celulares cultivados em meio de diferenciacdo espontanea cresceram em média de 78
+ 11,1% mais do que aquelas em meio condicionado. Além disso, as células cultivadas
em ambiente de microgravidade cresceram em média 82,5 + 14,8% mais do que em
cultura estética. O colageno parece proporcionar uma melhor matriz para o crescimento
celular em comparacdo ao alginato. Os esferoides-celulares cultivados em colageno
cresceram 54,9 + 13,34% mais do que em alginato (ver também Imagem 5 na sessao
Apéndice). As células cultivadas em meio condicionado parecem atingir um patamar de

crescimento por volta do dia 6, enquanto 0s grupos espontaneos nao.
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Figura 14: Area dos esferoides celulares ao longo do tempo de cultura. (A) Representagido da
proliferacéo celular através da medigdo da area dos esferoides-celulares ao longo do tempo em todas as
condicdes (n = 20, * p <0,05). (B) A area sob a curva da area dos esferoides-celulares ao longo do tempo
(A). 3 experimentos independentes, n=3. (*= p<0,05).



37

A contagem de células viaveis totais em 20 microcapsulas apds 11 dias em
cultura esta representada na figura 15. A tendéncia do numero de células no final do
experimento se relaciona diretamente com as medidas dos esferoides-celulares feitas
acima (Figura 14). Em ambas as microcapsulas, de alginato e do coladgeno, o nimero
total de células viaveis extraidas a partir de cultura de diferenciacdo espontanea era,
em média 206,9 + 13,0% superior do que aquelas em meio condicionado. Além disso, o
namero de células extraidas de cultura microgravidade foi, em média, 32,9 + 15,9%
maior do que em cultura estatica. Mais uma vez, o colageno parece proporcionar uma
melhor matriz para o crescimento celular em comparacdo com o alginato. O nuamero
total de células viaveis extraidas das microcapsulas de colageno foi em média de 46,9 +
16,0% maior do que em alginato. A viabilidade nao foi afetada de forma significativa em

nenhum grupo (ver imagem 4 na sessé&o Anexos).
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Figura 15: Contagem de células extraidas de 20 microcapsulas depois de 11 dias. Células viaveis totais
em 20 microcapsulas apés 11 dias em cultura. Observa se 0 mesmo padrdo observado na medida das
areas dos esferoides celulares (n = 3, *=p<0,05).
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4.4 Diferenciacgéo celular

A andlise genética de marcadores de pluripoténcia (Figura 16), endoderme
(Figura 17,18,19) e epitélio pulmonar (Figura 20) estdo detalhadas a seguir. Todos os

grupos apresentaram reducao da expressdo de NANOG no dia 11, ver Figura 16.
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Figura 16: Expressdo de NANOG. A quantificacdo relativa da expressdo do gene NANOG no dia 11
(comparacéo entre DO e todos os grupos). Linha pontilhada indica a expresséo relativa da cultura usada
para normalizac&o (cultura indiferenciada de E14 12 delta S)

A andlise genética mostrou que FOXA2 no dia 6, em células cultivadas
microcapsulas de colageno expressam aparentemente menos FOXA2 do que a cultura

de células em alginato. Um aumento aparente significativo na expressdo do gene é
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observado no dia 11, onde novamente o grupo alginato mostrou uma expressao maior
de FOXAZ2. As células cultivadas em meio condicionado aumentaram a expressao de
FOXA2, bem como a cultura em ambiente de microgravidade modelada em todos os
grupos testados no dia 11. A Figura 17, a seguir, assim como em todos 0s genes

analisados posteriormente, mostra os resultados obtidos separados em dois grupos (dia
6 e dia 11).
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Figura 17: Expressdo de FOXA2. (A) A guantificac@o relativa de expresséo de genes FOXA2 no dia 6
(esquerda) e 11 (a direita).

A expressdo de SOX17 revelou um padrdo semelhante ao de FOXA2. No

entanto, a andlise do gene SOX17 mostrou que no dia 6 as células cultivadas em
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esferas de colageno expressam aparente mais SOX17 do que a cultura de células em
microcapsulas de alginato. Novamente, um aumento significativo na expressdao de
genes fora obtido no dia 11, porém o grupo colageno mostrou uma maior expressao de
SOX17, exceto no grupo HV-CM. As células cultivadas em meio condicionado
aumentaram a expressao de SOX17 bem como a cultura em microgravidade, exceto o
grupo HV-CM, no dia 11. Ver Figura 18.
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Figura 18: Expressao de SOX17. A quantificacdo relativa da expressdo do gene SOX17 no dia 6
(esquerda) e 11 (a direita).
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A expressdo de CXCR4 mostrou um padrao distinto de FOXA2 e SOX17. No dia
6, as células cultivadas em microcapsulas de colageno expressam aparente mais
CXCR4 do que a cultura de células em alginato, exceto no grupo ST-SP. No entanto no
dia 11, o grupo coldgeno em meio condicionado param de expressar CXCR4 e grupo
alginato reduz a sua expressao em relacéo ao dia 6. No dia 6, as células cultivadas em
meio condicionado aumentaram a expressdo de CXCR4, bem como a cultura em

ambiente de microgravidade. No dia 11 deste padrdo nao foi observado. Ver Figura 19.
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Figura 19: Expressdo de CXCRA4. A quantificacdo relativa de expressdo do gene receptor CXCR4 no dia
6 (esquerda), e 11 (a direita).
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A expressao de marcadores de epitélio pulmonar (SPA, SPB e SPC) apés 6 e 11
dias em cultura, estdo representados na Figura 20. Todos 0s grupos nao apresentaram
expressdo do marcador para o tipo 2 de células epiteliais alveolares (SPC). No entanto,
a expressdo SPA e SPB em microcapsulas de colageno foram aparentemente
aumentadas pela cultura celular na combinacdo de microgravidade e meio
condicionado (HV-CM).

A B

SPA SPB
0.40- ”‘
0.08+
0.06- 141
0.04+
0024 101
0.00107
0 4G 00y
| @ coL 0,08+
0.0008 A
E‘ P 0,06+ B3 CoL
£ 0.0006+ £ o
0.024
I & &
0.0004+ 0.00015+
0000101 1
0.00024
0.000054
0.0000-— T T T T T T T |L 0.00000 n, T r T ‘Ilm
(ST-SP STCM HV:SP HVCM ST-SP ST-CM HV-SP HVCM, CSTSP STCM HVSP HVCH ST.SP STCM HV.SP rwcu
Dia 6 Dia 11 ' D6 ) Dia 11

Figura 20: Expressdo dos marcadores de epitélio pulmonar. (A) expressdo quantificagcdo relativa de SPA
no dia 6 e dia 11 (B) expressao quantificacdo relativa de SPB no dia 6 e 11.
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5. DISCUSSAO

Até o presente momento, este trabalho é pioneiro ao descrever e caracterizar as
propriedades fisicas de microcapsulas esféricas de colageno tipo I, assim como sua
influencia no crescimento e diferenciagcdo de CTE em microgravidade modelada.

A sessdo de caracterizacdo de material avaliou as propriedades fisico-quimicas
dos hidrogéis utilizados como matrizes para o crescimento de células em 3D. A Figura 9
representa a caracterizacdo de quatro tipos de microcapsulas: O alginato (1), alginato
adicionado de por gelatina (2), ou o colageno (3) equimolar a 1% m/m. Esta foi uma
tentativa de avaliar a influéncia do material incorporado na matriz de alginato sobre as
propriedades fisicas dos materiais. O quarto tipo foi a microcapsulas de colageno tipo 1,
gue € o alvo do presente trabalho.

A retencdo de agua em um hidrogel é constituida por duas partes principais: a
agua que reside nos poros do hidrogel e as moléculas de agua associadas
quimicamente com a rede polimérica hidrofilica do material. A agua retida nos poros do
hidrogel torna-se a maior parte da agua presente em hidrogéis, e, por conseguinte,
vemos pouco efeito na determinacdo percentual do conteido de agua entre diversos
hidrogéis. No caso da incorporacdo de moléculas de agua no interior do material, as
microcapsulas de coldgeno mostraram um percentual estatisticamente maior de
retencdo de 4gua em comparac¢ao com 0s grupos de alginato.

O percentual de encolhimento esta relacionado com a deformacdo total do
hidrogel quando a agua € removida, relacionando-se diretamente com sua propria
capacidade de retencdo de agua em sua estrutura. Os resultados indicam que as
microcapsulas de colageno tipo | tém uma maior capacidade de retencdo de agua
dentro de sua rede polimérica hidrofilica em comparacdo com alginato. A gelatina é
simplesmente colageno desnaturado, e sua incorpora¢cdo nas microcapsulas também
aumenta a retencdo de agua, mas em menor escala em comparacao com colageno tipo
I. O material incorporado pode estar causando maiores deformacdes nas redes de
alginato, permitindo mais ligacdes de hidrogénio com moléculas de 4gua circundantes.

A estimativa de porosidade em hidrogéis é muito dificil devida sua natureza
hidratada. A desidratacéo altera a estrutura terciaria das proteinas fibrosas, bem como
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a arquitetura de hidrogéis. Esta mudanca na arquitetura geralmente causa o
encolhimento em tamanho, que por sua vez leva ao encolhimento do tamanho do poro.
A limitacdo técnica atual estd na incapacidade de visualizar o tamanho dos poros de um
hidrogel hidratado, e, portanto, as medi¢cdes de porosidade por estes métodos serdo
tipicamente relativas. No entanto, uma forma interessante de avaliar a porosidade de
hidrogéis hidratados é por estudos cinéticos utilizando macromoléculas desafiantes de
tamanhos variados, estudando a capacidade destas de entrarem/sairem do material.
Quanto maior for o tamanho dos poros, mais moléculas e/ou de forma mais rapida,
saem/penetram o material (HINES e KAPLAN, 2011).

A difusdo de nutrientes e moléculas de sinalizacdo celular para as células
encapsuladas dentro do hidrogel é critica para o desempenho destes materiais. Um dos
objetivos de usar uma matriz de colageno tipo | foi de aumentar a capacidade de
difusdo do hidrogel aumentando sua porosidade. Quando exposto a uma solucéo quase
saturada de FITC-dextrana, as microcapsulas porosas de hidrogel devem ser capazes
absorver solutos a partir do meio devido um gradiente de difusdo gerado pela diferenca
de energia livre de Gibbs entre o meio interior e exterior do material. Quando
normalizada ao peso do material, a difusdo para dentro do material foi determinada e
apresentada na Figura 10. As microcapsulas de coladgeno apresentaram um aumento
significativo na capacidade de absor¢cdo. Uma vez que todos os materiais tém a mesma
forma hidrodinamica esférica favoravel, e o experimento foi realizado numa solucéo em
agitacdo, os resultados indicam que as microcapsulas de coladgeno permite um melhor
fluxo de moléculas para dentro de sua matriz, podendo proporcionar uma melhor
formacao de gradientes de difuséo.

A cinética de liberacdo, mostrado na Figura 11, representa a capacidade do
material para liberar moléculas solluveis de dentro de sua matriz pelo gradiente de
difusdo gerado, novamente, pela diferenga na energia livre com a solu¢do circundante.
As microcapsulas de colageno mostraram um perfil cinético mais eficiente em
comparacao com os grupos de alginato. Isso indica que o colageno proporciona uma
melhor matriz de efluxo, ou que permite um maior, ou mais rapido, estabelecimento de

gradientes de difuséo.
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Os resultados combinados de absorcdo e liberacdo de FITC-Dextrana
corroboram com a ideia de que as microcapsulas de colageno possuem uma estrutura
mais porosa, permitindo a formacao mais rapida e eficiente de gradientes de difusao.

As imagens microscopia eletronica de varredura revelaram a topologia das
microcapsulas, Figura 12. As imagens mostraram nenhuma diferenca entre todas as
matrizes de alginato testadas, o que indica que o material incorporado aparentemente
ndo altera a morfologia da matriz de alginato, em relagdo a sua topologia. As imagens
das matrizes de alginato mostraram uma baixa porosidade e uma morfologia aparente
nao fibrilar. A matriz de alginato se assemelha a outro trabalho que utilizou a mesma
técnica para avaliar sua morfologia (DANDOY et al., 2011)

A analise topoldgica de coldgeno mostrou, como esperado para a sua natureza,
uma estrutura fibrosa com poros amorfos. Este resultado € ilustrado em outro trabalho
gue utilizou o colageno tipo | para a formacao de hidrogéis (TSAI et al., 1998).

Como a analise por microscopia eletrbnica de varredura utiliza os hidrogéis
desidratados (Figura 12), ndo foi quantificado o tamanho dos poros por meio de analise
de imagem utilizando softwares padrbées. A deformacdo dos poros dos hidrogéis néo é
capaz de ser controlada em processo de desidratacdo padrdo para microscopia
eletrbnica de varredura. Porém, h& a necessidade de se avaliar a morfologia do interior
das microcapsulas. Contudo o seccionamento dos materiais desidratados, utilizando
uma lamina fina, causou uma deformacéo das fibras tao significativa que sua analise foi
considerada inapropriada (ver Imagem 3 na sessao Anexos). Diferentes abordagens
para avaliar a estrutura morfolégica do interior de hidrogéis, sem danos significativos a
Sua estrutura, estao atualmente em investigagdo por n0sso grupo.

Finalizando a caracterizacdo de materiais, conclui-se que as microcapsulas de
colageno tipo | possuem uma melhor propriedade de difusdo em um sistema
hidrodindmico em comparagcdo com alginato, bem como a morfologia aparente mais
porosa que poderia assemelhar se a estrutura do tecido conectivo e conjuntivo.

A analise de citometria de fluxo da cultura de E14 12 delta S (Figura 13) mostra
gue as células utilizadas para estes experimentos mantiveram sua pluripoténcia na
presenca de LIF e BMP4. SSEA-1 é uma proteina de membrana expressa em CTE de

camundongos e € utilizada como um marcador de pluripoténcia (KNOWLES, ADEN e
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SOLTER, 1978). Oct-3/4 € uma proteina nuclear, também expressa em CTE, que
também é utilizada como um marcador de pluripoténcia (NIWA, MIYAZAKI e SMITH,
2000). A andlise de citometria de fluxo destes dois marcadores mostrou 88% de co-
expressdo e menos de 0,5% de duplos negativos.

A proliferacdo celular foi avaliada através da evolucdo da area dos esferoides-
celulares individuais dentro das varias microcapsulas a cada dois dias (Figura 14).
Foram observados trés padrdes distintos: primeiro, a diferenciacdo espontanea leva as
células a crescer continuamente dentro da matriz 3D enquanto que em meio
condicionado atinge um patamar de crescimento por volta do dia 6. Em segundo lugar,
os esferoides-celulares crescem mais rapido no HARV do que em condi¢des de cultura
estatica. Por ultimo, esferoides celulares crescem em 3D mais rdpido em microcapsulas
de coldgeno do que alginato.

A primeira observacdo pode ser explicada devido a influéncia dos fatores de
diferenciacdo presentes no meio condicionado que, em um determinado ponto, induzem
as células a iniciar a diferenciacdo. O crescimento das células diminui quando estas
estdo se diferenciando, um processo fisiologico chamado de switch
proliferacao/diferenciagéo (LIM e KLADIS, 2012; WEI et al.,, 2013; KAI et al., 2006;
STREHL et al., 2002). Os resultados indicam que o meio de cultura condicionado pode
estar induzindo uma diferenciacédo celular direcionada e aparentemente sincronizada,
em comparacdo com uma diferenciacdo randdémica e dessincronizada no meio de
cultura de diferenciacdo espontanea.

A segunda observacéo € o reflexo das propriedades fisicas de crescimento de
células provido pelo sistema HARV, tais como a melhor propriedade de transporte de
massas com baixo stress hidrodindmico (HAMMOND e HAMMOND, 2001). As células
tendem a crescer mais rapidamente em um ambiente dindmico do que em uma
condicdo estatica. Uma vez ndo estando em movimento, estabelece-se um equilibrio
osmotico e de difusdo (diferencial de energia livre de Gibbs é nulo) entre as fases
fazendo com que o sistema reduza as propriedades de transporte de massas. As
células recebem mais nutrientes e dispensam metabdlitos mais rapidamente em um
sistema hidrodindmico do que em um ambiente estatico, permitindo um melhor
crescimento celular (HAMMOND e HAMMOND, 2001).
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A terceira observacao pode ser explicada pela natureza do material de matriz de
encapsulamento utilizado. Como observou a secdo de caracterizacdo do material, o
colageno é um melhor sistema termodindmico que, consequentemente proporciona
melhores propriedades de transporte de massas. As células séo entédo fornecidas com
mais nutrientes e seus metabdlitos exauridos mais rapidamente. Este fenbmeno é
associado a um baixo stress hidrodinamico, facilitando o crescimento em 3D. Esse
resultado corrobora com os relatados anteriormente sobre o crescimento de células em
hidrogéis de colageno (TSAI et al. 1998; TEBB et al., 2006).

Apos o desencapsulamento, as células viaveis foram contadas (figura 15). Os
resultados corroboraram com a analise da area dos esferoides-celulares. O percentual
de viabilidade mostrou nenhuma diferenga significativa entre todos os grupos (Ver
secao de Anexo, Imagem 4). A representacédo das imagens do cultivo 3D nos dias 6 e
11 estdo mostradas na Imagem 5 da sessdo Anexos. Como os esferoides-celulares
crescem em tamanho, as células no nucleo dos esferoides recebem menos nutrientes e
gases (FRIEDRICH et al.,, 2007) e um ndcleo necrético € criado proporcional ao
aumentam do raio do agregado celular. Uma vez que o crescimento do nucleo necrotico
€ proporcional ao crescimento do raio do agregado, nenhuma diferenca foi observada
guando normalizada para a area dos agregados-celulares no dia 11 em todos os
grupos. Ao final do protocolo (dia 11), as células foram desencapsuladas e mantidas em
cultura por 15 dias para observar sua morfologia aparente (ver Imagem 6 da secao
Anexos).

Resumindo o ensaio de proliferacdo celular, conclui-se que, em comparacao, o
colageno é aparentemente uma matriz melhor para o crescimento experimental 3D de
CTE do que o alginato.

Diferenciacdo celular foi avaliada com gRT-PCR. Primeiro, fora analisada a
expressdo de um marcador de pluripoténcia, o gene NANOG (MITSUI et al., 2003),
Figura 16. Observou-se que no dia 11, como esperado, todos 0s grupos reduziram a
expressdo deste gene em relacdo ao controle, dia 0, mostrando uma pluripoténcia
reduzida ao final do experimento, como era de se esperar. Marcadores de endoderme
como FOXA2 e SOX17 (YOSHIMI et al., 2005; SCHOROEDER et al., 2011) e o
marcador de endoderme definitiva CXCR4 foram avaliados (YASUNAGA et al., 2005;
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KUBO et al., 2004; TADA et al., 2005). A progresséo da expressao dos genes durante
0s experimentos (dias 6 e 11) dos marcadores da endoderme (figura 17-19) revelaram
0 seguinte perfil: Em primeiro lugar, o meio condicionado, de maneira geral aumenta a
expressdo dos marcadores da endoderme, também como esperado (ROSZELLet al.,
2009). Em segundo lugar, a cultura em HARV parece fornecer o melhor ambiente para
a expressdo destes genes. Por ultimo, em terceiro lugar, o alginato parece ser uma
melhor matriz para a expresséo destes mesmos marcadores do que o colageno.

O meio de cultivo condicionado por A549 causou 0 aumento da expressdo de
marcadores de endoderme, observado pela diferenca com o0s grupos cultivados em
meio de cultivo espontaneo, como ja era esperado, devido a presenca de moléculas
indutoras da diferenciagcdo endordermal, como a subunidade a5 de laminina (SITI-
ISMAIL et al., 2012; LECHT, et al. 2014).

A cultura em HARV demonstrou uma maior expressdao de marcadores da
endoderme do que a cultura estatica em meio condicionado. Dados recentes da
literatura ja demonstraram esse mesmo fenémeno (SITI-ISMAIL et al., 2012). A
melhoria do sistema de transporte de massa poderia estar permitindo melhor contato
das células com fatores quimicos indutores de diferenciacdo presentes no meio de
cultura, aumentando entdo a expressao de marcadores de endoderme.

Um ponto interessante € levantado quando analisamos a expressdo de
marcadores de endoderme nos dias 6 e 11 em microcipsulas de coladgeno em
comparacao com o alginato. Uma vez que, como ja mencionada, a matriz de colageno
€ um melhor sistema para o crescimento de células, e que possui sitios de ligacdo para
moléculas como a subunidade a5 de laminina, poderia se esperar uma maior expressao
de marcadores de endoderme em tal grupo. Acontece que, aparentemente de maneira
geral, em colageno as células expressam marcadores de endoderme mais rapidamente
do que em alginato, principalmente evidenciado pela expressédo do gene CXCR4, um
marcador de endoderme definitiva. No dia 11, as células expressam menos 0 mesmo
marcador.

Duas hipoteses possiveis poderiam explicar tal fenbmeno. Em primeiro lugar, o
coldgeno pode ser uma matriz tdo melhor para diferenciacdo para endoderme que, no

dia 11, as células ja passaram do fenétipo de endoderme e estdo mais proximas de um
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fendtipo celular de epitélio pulmonar. A segunda hipétese seria de que, uma vez que as
células proliferam mais rapidamente em colageno, isto pode dificultar os processos
intracelulares de sinalizagéo para a diferenciacdo, o que explicaria a menor expressao
relativa de marcadores de endoderme em comparagédo com o alginato.

Para testar tais hipéteses foi verificada a expressdo de marcadores epiteliais
pulmonares, como SPC (CEAIl) (SITI-ISMAIL et al., 2012), SPA e SPB (CEAI e Il),
(KHUBCHANDANI e SNYDER, 2001; COCHRANE e REVAK, 1991), no dia 6 e dia 11
(Figura 20). Todos os grupos nao apresentaram qualquer expressao de SPCem 6 e 11
dias, apesar de alguma expressao de SPA e SPB ter sido notada.

Os resultados de SPA e SPB revelaram que no dia 6 ha uma pequena expressao
de SPB em todos os grupos de meio condicionado, sendo mais pronunciado nos grupos
usando a matriz de colageno, especialmente o grupo HV-CM. Todos os grupos também
expressaram muito pouco de SPA. No dia 11, alguns grupos expressaram SPB, mas
sem diferen¢a notoria entre os mesmos. Como no dia 6 os grupos de colageno estéao
expressando marcadores endoderme e marcadores de epitélio pulmonar. Pode-se
especular que o colageno possa ser entdo uma melhor matriz para a diferenciacdo em
fendtipo celular de epitélio pulmonar.

Este trabalho néo foi possivel de refutar ou aceitar a hipétese 2 (que as células
estdo se proliferando mais e diferenciando menos em matriz de colageno) porque até a
presente data, ndo foi realizado qualquer teste que possa elucidar este mecanismo,
como a analise de outros genes e proteinas importantes reguladoras de processos de
diferenciacéo e ciclo celular.

Embora este trabalho seja o primeiro a avaliar a influéncia da matriz de colageno
em cultura de microgravidade de CTE visando a producdo de CEA, é observado a
necessidade de mais experimentos confirmatérios. Entretanto, os resultados obtidos
neste trabalho sdo encorajadores e devem ser discutidos futuramente visando o

progresso da técnica e possivel aplicacao clinica.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a influéncia de uma nova matriz de encapsulamento,
feita de colageno tipo I, para o crescimento e diferenciacdo de CTE em microgravidade
modelada visando a producdo em larga escala de CEA. Foi obtida uma microcapsula
de colageno tipo | favoravel para o cultivo celular em ambiente dindmico e mais
eficiente no transporte de massas. Os resultados obtidos indicam que este material
possui caracteristicas fisico-quimicas superiores em relacdo as microcapsulas classicas
de alginato. As microcapsulas de coldgeno mostraram ser significativamente uma
matriz melhor para a expanséo e, aparentemente, para a diferenciagdo de CTE em
CEA.

As CTE sao uma fonte potencial de células para as terapias de regeneracao
tecidual para uma variedade de doencas. No entanto, ha um forte debate ético sobre
sua utilizacdo em pesquisa e possiveis aplicagdes clinicas. Essas controvérsias devem
ser abordadas antes da aplicacdo clinica generalizada de produtos e/ou servigcos
médicos derivados de tais células; alternativamente, diferentes fontes de células-tronco
pluripotentes, tais como células-tronco pluripotentes induzidas (do inglés iPSCs,
induced pluripotent stem cell), estdo sendo desenvolvidas e que ndo apresentam as
mesmas graves consideracdes éticas (SUAUDEAU, 2011). O potencial de utilizacéo
clinica de células derivadas de células-tronco vai depender necessariamente da
producdo de um numero suficientemente grande de células de alta qualidade para
regeneracao tecidual pulmonar, que foi o objetivo deste trabalho.

Apesar dos promissores resultados, observa-se a necessidade de projetos
complementares futuros. A avaliacdo de outros parametros do material, como a dureza
da matriz e sua possivel manipulacdo para melhorar a diferenciacédo celular se mostra
necessaria (ENGLER et al.,, 2006). Nosso grupo esta atualmente investigando mais
profundamente os efeitos deste material novo em outras culturas de células-tronco,
incluindo células humanas e iIPSCs. Experimentos mais aprofundados de analise
molecular devem ser realizados, tais como: Andlise de genes marcadores para outras
camadas germinativas (ectoderme e mesoderme) e de tecido epitelial alveolar, aléem de

analise de expressao proteica confirmatoria.
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8. ANEXOS

Imagem 1: Imagem representativa da medi¢do do didmetro das microcdpsulas de hidrogel. (A) A
medicdo do diametro hidratado usando software ImajeJ. No fundo esta uma régua calibrada usada para
referéncia de tamanho. (B) Medicdo do diametro das microcapsulas desidratadas com um paquimetro
calibrado. Uma vez que o equipamento tocasse suavemente as bordas do material, os dados eram

coletados.

Imagem 2: Representacao da andlise de topologia por microscopia eletronica de varredura. Superficie do
material foi fotografada usando SEM.
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Imagem 3: Corte dos materiais e andlise por microscopia eletrénica de varredura. Imagem representativa
da tentativa de visualizar a morfologia do nucleo das microcépsulas. (A) Microcdpsulas desidratadas apos
crio-secc¢ao visualizadas em lupa estereoscépica. (B e C) A deformacgéo causada pela lamina de crio-
seccéo.
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Imagem 4: Viabilidade das células apdés 11 dias em cultura. Ap6és a extragdo das células de 20
microcépsulas, a viabilidade foi avaliada utilizando azul de Tripano. Nao houve diferenca significativa
entre os grupos (n = 3).
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Imagem 5: imagem dos esferoides celulares ap6s 11 dias em cultura. Imagem representativa de todos os
grupos testados ap6és 11 dias de protocolo.
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Imagem 6: Imagem representativa da morfologia das células apos 15 dias ap6s serem desencapsuladas.



