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Resumo

Os pulmdes estdo em constante contacto com xenobidticos inalados ou absorvidos ap6s
outras vias de exposicdo. As exposicdes ocupacionais ou ocasionais a estes
xenobidticos podem resultar em lesdo aguda ou crénica do trato respiratorio, com
grande impacto na mortalidade e morbilidade a nivel mundial. Diversos tipos de
modelos celulares in vitro tém emergido como uma abordagem alternativa aos modelos
animais, 0s quais por vezes se tém revelado fracos como preditores de toxicidade
pulmonar, para além das implicacGes éticas decorrentes do seu uso. Os modelos
pulmonares in vitro tém elevado interesse por permitirem a avaliacdo de efeitos toxicos
de xenobidticos inalados, assim como para o desenvolvimento de novos farmacos,
sendo também adequados para a caracterizacdo dos mecanismos de toxicidade
envolvidos. Este trabalho delimita os pardmetros importantes para o delineamento

destes modelos, real¢ando as suas caracteristicas, desafios e oportunidades.

Palavras-chave: “toxicidade pulmonar”; “avaliacdo in vitro” “modelos celulares
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alternativos”; “via inalatoria”; “contaminantes ambientais”



Abstract

The lungs are in constant contact with xenobiotics inhaled or absorbed by other routes
of exposure. Occupational or occasional exposure to these xenobiotics can result in
acute or chronic respiratory injury, with a major impact on mortality and morbidity
worldwide. Several types of in vitro cell models have emerged as an alternative
approach to animal models, which have sometimes proven to be weak predictors of
pulmonary toxicity, in addition to the ethical implications arising from their use. In vitro
lung models have great interest because they allow the evaluation of toxic effects of
inhaled xenobiotics as well as for the development of new drugs and are also suitable
for characterization of toxicity mechanisms involved. This work delimits the important
parameters for the design of these models, highlighting their characteristics, challenges

and opportunities.

Keywords: “lung toxicity” “lung”, “in vitro assessment”; alternative cell models”;
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“inhalation route”; “environmental contaminants”.



Abreviaturas

ALLI — Air-liquid interface

CP — Células primarias

CLCI — Células de linhas celulares imortalizadas
DPOC — Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica
DPIF — Doenca Pulmonar Induzida por Farmacos
ESC — Embryonic Stem cell (células estaminais embrionarias)
IC — Inibidores de Checkpoints imunoldgicos

IL — Interleucina

hPSC — Human pluripotent stem cell

iIPSC — Induced pluripotent stem cell

ME — matriz extracelular

OMS — Organizac¢do Mundial de Saude

PDMS - Polydimethylsiloxane

ROS - reactive oxygen species
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1 Introducao

Os pulmdes encontram-se em constante exposicado a xenobioticos soltveis inalados ou
transportados pelo sangue. A exposicdo ocupacional, prolongada ou ocasional a
diferentes xenobidticos pode resultar em lesdo aguda ou cronica de células do trato
respiratorio. As células epiteliais bronquicas e alveolares sdo locais importantes do
metabolismo dos xenobioticos, estando por isso mais suscetiveis a toxicidade induzida

por estes produtos exdgenos.(1,2)

Recentes dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apontam que 99% da
populagdo mundial respira ar que excede os limites da “WHO Global Air Quality

Guidelines”, contendo um elevado nimero de poluentes.(3,4)

As doencas respiratdrias surgem entre as 10 principais causas de morte a nivel mundial,
responsaveis por mais de 8 milhdes de mortes por ano, segundo dados de 2000 a 2021,
publicados pela OMS em 2024. Cerca de 200 milhdes de pessoas (4% da populacéo
mundial) tem DPOC e esta mata 3,2 milhdes por ano. O cancro do pulmao é a neoplasia
maligna mais diagnosticada e com baixa taxa de sobrevivéncia (especialmente em
estadios de doenca avancados), matando cerca de 1,8 milhdes de pessoas

anualmente.(3-5)

Ainda segundo a OMS, existem mais de 1,3 mil milhdes de fumadores de tabaco no
mundo, criando um incontavel tabagismo passivo. Dados de 2019 indicam que 19,3%
dos europeus com mais de 15 anos eram fumadores diarios de produtos de tabaco, sendo
este 0 maior contribuinte para DPOC e desenvolvimento de asma em adultos e
criancas.(3,4)

Para além de contaminantes ambientais, denota-se um crescente reporte de doenca
respiratoria induzida por farmacos (DRIP), sendo os grupos farmacoldgicos mais
associados a esta toxicidade: antineoplasicos, inibidores de ‘“checkpoints”
imunolégicos (ICI), antiarritmicos, antibioticos, anti-inflamatorios, medicamentos
antirreumaticos modificadores de doenga. Em estudos coorte de doentes com Doenca
Pulmonar Intersticial, 3 a 5% estdo relatados como reacdo adversa de farmacos. Estes
valores traduzem-se em cerca de 4,1 a 12,4 casos/ milh&o de habitantes. Esta incidéncia
estara subestimada devido a dificuldade de confirmacao de diagnostico.(4,6-8)



Mais de 1300 substancias estdo descritas no site www.pneumotox.com, uma base de

dados atualizada e extensiva de farmacos e/ou procedimentos que demonstraram ou
sugerem ser responsaveis por dano pulmonar. Este numero de substancias tende a
aumentar com o aparecimento e desenvolvimento de novos farmacos e o0s possiveis

efeitos adversos inerentes a sua utilizacdo.(3,5)

Todos estes numeros estatisticos mostram a real necessidade de modelos de avaliacdo
de toxicidade pulmonar, com especial énfase em modelos in vitro em detrimento dos
modelos animais (in vivo), devido as diferencas genéticas, anatomicas e fisioldgicas que

0s tornam maus preditores de resposta a toxicidade em humanos.(9,10)

Vérias organizacdes promovem o desenvolvimento de alternativas a experimentacéo
animal, como a EU Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing (EURL
ECVAM), tendo por base os Principios dos 3Rs (“reduce”, “refine” e/ou “replace”.(11—
13)

Esta revisdo pretende sistematizar os principais modelos in vitro usados para investigar
a toxicidade pulmonar, discutindo diferentes abordagens para estudar os efeitos de

farmacos e contaminantes ambientais.


http://www.pneumotox.com/

2 Metodologia

Esta monografia foi elaborada através de um processo de revisao de literatura e sele¢éo
de artigos com maior relevancia cientifica na area. Numa fase preliminar foi efetuada
uma pesquisa na base de dados PubMed, entre marco e maio de 2024, com recurso aos
descritores: “in vitro”, “pulmonar”, “lung”, “model”, “human”, “drug”, “toxicity”,
“drug-induced”, bem como a combinacdo dos mesmos. Esta fase permitiu delimitar a
pesquisa, tendo sido efetuada uma primeira leitura para a selecdo dos artigos mais
pertinentes. Posteriormente foi feita uma analise dos artigos referenciados nos textos

encontrados, para uma compreensdo mais abrangente do estado de arte.
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3 Corpo de Revisao de Conjunto

3.1 Estrutura pulmonar

Os pulmdes sdo os principais 6rgaos do sistema respiratorio responsaveis pelas trocas
gasosas, pela oxigenacao do sangue e eliminacdo de dioxido de carbono produzido no

organismo.(5,11)

O trato respiratorio apresenta trés regides diferentes: nasal/traqueal/faringeal (traqueia
e brébnquios), vias aéreas superiores (vias condutoras sem trocas gasosa — bronquiolos)
e as vias aéreas inferiores (vias respiratérias e de trocas gasosas — alvéolos),

esquematizadas na Figura 1.(14)

Traqueia aos Bronquios

v @Qa"; QQ_}

Membrana basal
= —~sme——— Fibroblasto
; { ‘&——— Capilar

e e Matriz extracelular intersticial

- &————————————— Glandula submucosa

Epitélio

Cartilagem

g
Ciliadas Goblet

Bronquiolos aos Alvéolos

8.2l 0d Bk

Claviforme Basal

Pneumdcito
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Neuro-
enddcrina
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Endotelial
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e— Membrana basal

Endotélio

Figura 1 - Esquema da arquitetura pulmonar e respetivas células. Retirado da
referéncia (15).

Num ensaio recente de sequenciagdo de mRNA foram identificadas 58 populagdes de
células no pulmé&o humano, entre as quais se destacam as células epiteliais e endoteliais,
células do sistema imunitario (como macrofagos alveolares) e elementos do
mesénquima pulmonar (vias aéreas e mausculo liso, pericito e fibroblastos). As

principais células estdo caracterizadas na Tabela 1.(5)
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Tabela 1 - Tipos de células pulmonares e caracteristicas

Células Caracteristicas
Tipo de células mais comum;
. Possuem mais de 200 cilios na zona apical que ajudam a
Ciliadas

remover muco e particulas inaladas para fora das vias

respiratorias através do batimento mucociliar.

Goblet ou caliciformes

Secretam muco que lubrifica e protege o epitélio.

Basais

Protegem o estroma do ambiente externo;
Consideradas células estaminais que se podem diferenciar
noutros tipos de células do epitélio, desempenhando um papel

importante na regeneracao de tecido.

Neuroenddcrinas

Responsaveis por controlar o crescimento de outras células

pulmonares, controlo do fluxo de ar e sanguineo.

Claviformes

Producéo de proteinas, antiproteases, moléculas essenciais para a

defesa do tecido pulmonar.

Pneumdcitos tipo |

Escamosas, com citoplasma fino;

Facilitam trocas gasosas e passagem de pequenas moléculas.

Pneumdcitos tipo Il

Mais frequentes que células tipo I;
Producdo de surfactante;

Progenitores das células tipo I.

Macrofagos alveolares

Primeiras células que contactam com antigénios inalados
(agentes infeciosos, alergénios e particulas);
Importantes na regulagdo de resposta imune e inflamagao no

pulmao.

Adaptado de (5,14,16)

O pulméo apresenta grande heterogeneidade na estrutura e funcdo, fundamentais para

a manutencdo da barreira fisiologica que separa o ar dos alveolos do sangue dos

capilares pulmonares.(5) A polaridade apical-basolateral das células epiteliais e a sua

morfologia adequada garantem a integridade e manutencdo desta barreira através de

diversos mecanismos como a producdo de surfactante que reduz a tensdo superficial

nos alvéolos e previne o seu colapso, movimento ciliar, juncdes estreitas entre células

que limitam a permeabilidade a substancias e presenca de células imunologicas que

protegem contra agentes externos.(14,17)
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Os pulmdes sdo um alvo eminente para diversos danos induzidos por xenobidticos
inalados ou pela administracdo sistémica, que podem comprometer a integridade da
barreira, alterando a funcéo pulmonar e contribuindo para o desenvolvimento de doenga

respiratéria.(2,18)

3.2 A exposicdo a xenobidticos por via inalatoria

Geralmente usados para fins industriais, agricolas e domésticos diversos xenobidticos
podem ser encontrados no ar, solo, agua, plantas, animais e humanos devido a
incapacidade de se degradarem. O impacto da sua exposi¢cdo tanto para 0s seres
humanos como para 0 ambiente ndo deve ser negligenciado, na medida em que mesmo
a concentragcdes extremamente baixas, uma exposi¢do prolongada pode ter efeitos
toxicos, mutagénicos e teratogenicos.(2,19) A presenca destes compostos no ar pode
resultar numa exposicdo direta ao sistema respiratorio, constituindo um risco para a
salde humana. Muitos destes compostos podem ser encontrados sob diversas formas

tais como indicadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Classificacao e caracteristicas de contaminantes existentes no ar.

Contaminante | Caracteristicas Exemplos
s Toxicidade depende da solubilidade, difusibilidade, | SO, NO2, O3, CO,
ases
reatividade do tecido e frequéncia respiratoria. H,S
o , Benzeno,
Forma gasosa de uma substancia que também pode ]
o o o y . Formaldeido,
Vapores existir como liquido ou sélido a pressdo atmosférica
Naftaleno,

e temperatura normal. )
hidrocarbonetos

Sélidos ou liquidos dispersos num gés;

o Locais de deposicdo dependente do tamanho das Fumo de tabaco,
Aerossois/ i i
) particulas; veiculos de
Particulas . )
Classificados de acordo com tamanho: poeiras, combustédo

fumos, fumo, névoas, nevoeiro e smog.
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A deposicéo de particulas na mucosa das vias aereas ocorre pela combinacédo de forgas
aerodinamicas e caracteristicas das particulas. Estas constituem um risco para a
toxicidade humana pela possibilidade de serem inaladas, e séo classificadas de acordo
com o seu diametro aerodinamico: <10um (PM1o), <2,5um (PM25). (12,16)

A deposicao das particulas ocorre por impacto, intercecdo, sedimentacdo, difusao e
deposicdo eletrostatica, tal como esquematizado na Figura 2a. Esta ocorre em diferentes

locais do trato respiratério, dependendo do seu diametro (Figura 2b).(9,16)

a b
= 14
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1
! B
I: x§ 0.8 1
| L
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electroestatic y 8_ 0.6
ey 2= - L
ey & =3 % 0.4 I Traqueo-
e lg N brénquica
Intercecao g\ 024 Alveolar
®© L
o e C
g [
W Difusio| 0 f ; ; f T 1
- 10# 10% 102 10" 100 10! 102

Sedimentaca ia .
Diametro da particula, pm

Figura 2 — Locais de deposicdo de particulas (a) e grafico da relacdo do local de
deposicdo e diametro das particulas (b). Retirado da referéncia (16).

A impacto ocorre no nariz, faringe, traqueia e brénquios maiores, onde o fluxo de ar é
rapido e sofre variadas mudancas de direcdo devido a arquitetura das vias aéreas.
Particulas maiores e mais pesadas acabam por impactar na superficie da mucosa,
ficando presas no muco e removidas pela depuragdo mucociliar que impulsiona o muco
em direcdo a glote.(16) A intercecdo ocorre principalmente nas vias aéreas menores e
depende da conformacdo das particulas. Particulas de forma alongada ou sob a forma
de fibras seguem o fluxo de ar, mas devido ao seu comprimento sdo intercetadas em

zonas de bifurcacdo ou ramificagédo das vias aereas.(16)

A sedimentacdo ocorre nos locais mais distais do pulmao (alvéolos). Nestas vias aéreas
de menor didmetro a velocidade de fluxo de ar é baixa, e as particulas (1-5um) sofrem
acdo da gravidade, depositando-se. A sedimentacéo esta ainda dependente do tempo em
que a particula se encontra neste espaco e, portanto, dependente do ciclo respiratorio.
As particulas depositadas nesta regido sdo removidas por células especializadas, i.e.

macrofagos alveolares.(9,16)
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A difusdo processa-se para particulas de dimensées <100nm (nanoparticulas) que estéo
sujeitas a movimento Browniano, movimento aleatorio devido a colisdes entre estas e
as moléculas do meio em que estdo suspensas, sendo que quanto menor a sua massa,

mais sujeitas estdo a este processo.(16)

A deposicao eletrostatica € um mecanismo que ocorre para particulas carregadas
positivamente que sdo atraidas pela superficie das vias aéreas que € carregada
negativamente.(16) Para além de particulas inaladas, existe ainda compostos
administrados sistemicamente que chegam ao pulmdo pela circulacdo pulmonar
podendo causar toxicidade e lesdo local.(16) A extensao da lesdo estd dependente do
agente reativo e da sua concentracdo, forma de exposicdo, existéncia de vias de

desintoxicacéo e de biotransformacéo, e da afinidade deste as células-alvo.(2)

A lesdo pulmonar induzida por farmacos envolve as vias respiratérias, paréngquima

pulmonar, mediastino, pleura, vasculatura pulmonar e/ou o sistema neuromuscular.(20)

3.2.1 Mecanismos de Toxicidade Pulmonar

Apesar dos efeitos pulmonares originados por xenobidticos, ndo sdo ainda claros o0s

mecanismos de dano, desenvolvimento e regulacdo de doenca.(1,18)

Os mecanismos parecem sobrepor-se e interligar-se, sendo dificil entender a
fisiopatologia de lesdo. Alguns mecanismos de toxicidade induzida por farmacos estdo
descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Potenciais mecanismos de lesdo pulmonar induzida por farmacos

Mecanismo Exemplos
Bleomicina,
Toxicidade direta na célula (apoptose) quimioterapicos, Os,

acido cloridrico

Deposicao intracelular de fosfolipidos Amiodarona

} o ) L 3 Agente alquilantes,
Producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), com alteracdo do o
] o o ] Bleomicina,
balanco  Oxidante/Antioxidante; Toxicidade potenciada por | )
o o ] Nitrofurantoina
administracdo de oxigénio concomitante
Paraquato

Toxicidade através da biotransformacéo com producéo de ]
) o ) ) o Amiodarona
metabolitos quimicamente mais reativos e instaveis

L. . . ) Hipersensibilidade
Antigenicidade levando a uma toxicidade pulmonar imunomediada

L o induzida por
(haptenos). Sensibilizagdo prévia necessaria
metotrexato
Desregulagéo do sistema imunitério por efeito bioldgico direto do ICI, Interferéo-a,
farmaco ou como adjuvante indutor de distdrbio imunitério Amianto

Adaptado de (21,22)

Para além de a toxicidade pulmonar estar dependente do agente, dosagem, duracdo de
exposicdo, existem ainda fatores de suscetibilidade do doente, tal como indicado na

Figura 3.

Disfung¢ao Administragdo
renal (GFR concomitante com
<80mL/min) outros farmacos
pneumotoxicos
.
Artrite reumatoide

¢ outras doengas

autoimunes

)
Radioterapia

prévia

Cancro do
pulmao
avangado

FATORES
DE RISCO

Predisposicao
genética (fibrose
pulmonar familiar)

Oxigenoterapia ]

Tabagismo
Doenga Pulmonar
Intersticial pré-
existente

Idade
>4() anos

Figura 3 Diagrama dos principais fatores de risco para a doenca pulmonar induzida
por farmacos. Adaptado de (7,8,21,23).
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Relativamente a mecanismos de toxicidade diretos, estes resultam tal como 0 nome
indica da interacdo direta do agente com o seu alvo celular, principalmente células
epiteliais e endoteliais de bronquiolos e alvéolos. Pode ser devida a um efeito citotoxico
(por interagdo com membranas e/ou organelos celulares), causando necrose ou
apopotose celular, sem a mediacdo do sistema imunoldgico ou de metabolitos
secundarios.(22,24)

Farmacos como amiodarona, um composto altamente lipofilico, apresentam grande
afinidade para pneumdcitos tipo Il (produtoras de surfactante pulmonar), células do
parénquima pulmonar, células endoteliais e fibroblastos, levando a uma acumulacéo
anormal de fosfolipidos dentro das células, um processo denominado de
fosfolipidose.(25,26)

A toxicidade pulmonar da bleomicina esté relacionada com a alta afinidade do farmaco
aos pulmdes, e com a acumulacdo deste nos tecidos pulmonares devido a baixa
atividade de hidrolases que o degradam. A toxicidade € induzida por um complexo
bleomicina—ferro que promove a formagéo excessiva de ROS. Quando comparado com
outros tecidos, o tecido pulmonar é particularmente suscetivel a formacdo destas
espécies reativas devido a constante exposicdo ao oxigénio, e a menor capacidade de
neutralizar radicais. Como resultado pode ocorrer a lesdo do DNA, designadamente a
formagdo de quebras nesta macro molécula e podem ocorrer danos nas membranas e
proteinas.(16,22,24,26)

Por outro lado, a bioativacdo metabdlica é um processo muito importante no contexto
da Toxicidade pulmonar e surge no decurso do metabolismo dos xenobioticos. A
biotransformagédo tem por finalidade facilitar a eliminacdo de substancias lipofilicas
que, de outra forma se acumulariam no organismo, nomeadamente nos lipidos celulares.
Este procedimento € conseguido através de um conjunto muito vasto de enzimas com
capacidade de introduzir novos grupos funcionais mais polares e reativos na molécula
(reacOes de Fase I, funcionalizacdo), seguido da conjugacdo com moléculas endogenas
como o &cido glucordnico, glutationa, sulfato e aminoacidos, para aumentar a sua

hidrofilia (reagOes de Fase 1), tal como representado na Figura 4.(27)

Apesar de o metabolismo hepatico ser predominante, os pulmdes contém igualmente
enzimas responsaveis pela metaboliza¢&o de xenobidticos. Existem dados extensos de

MRNA de enzimas metabolizadoras de xenobioticos nos pulmdes, com perfil
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enzimatico variavel e indutor de toxicidade especifica das células: quanto maior a
expressao destas enzimas, maior a probabilidade de lesdo nessas células. As células
com significativa expressdo de enzimas metabolizadoras de xenobioticos, e portanto
mais suscetiveis a lesdo séo as células basais, ciliadas, pneumacitos tipo | e tipo II,

macrofagos e endoteliais vasculares. (27)
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Figura 4 — Enzimas metabolizadoras de farmacos expressas no pulmao humano.
Retirado da referéncia (27).

As reacdes de biotransformacdo sdo, na generalidade, benéficas para eliminacdo de
xenobiotico, embora em alguns casos resulta em metabolitos intermédios mais reativos
e instaveis, através de um processo denominado em Toxicologia por bioativacao
metabolica. A bioativacdo resulta na formacéo de espécies eletrofilicas que reagem com
biomoléculas celulares, modificando-as ou formando aductos.(27) Muitos dos
compostos que provocam lesdo pulmonar ndo tém caracteristicas intrinsecas de
pneumotoxicidade, atuando apds ativacdo, provocando subsequentemente lesGes nas

células-alvo.(21)

Existem também mecanismos relevantes de toxicidade imunomediada no contexto da
Toxicologia respiratoria. Um exemplo relevante é o metotrexato que esta associado a
reacOes de hipersensibilidade pulmonar, em que o farmaco € reconhecido pelo sistema
imunologico como “estranho” (antigénio ou hapteno), desencadeando uma resposta
imunologica exagerada com ativacdo de linfécitos T e B, e libertacdo de citoquinas.
Estas reacGes requerem uma sensibilizacdo prévia pelo farmaco e ndo apresentam

relagdo direta dose-resposta.(20,24,28)
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Por outro lado, alguns farmacos atuam desregulando o sistema imunoldgico, podendo
atuar como adjuvantes da sua modulacgéo, ativando-o de forma intensa, e podendo levar

inclusivamente a uma resposta inflamatdria ou autoimune.(16,20,24)

Para avaliacdo de toxicidade de fA&rmacos e outras substancias, tém sido historicamente
usados modelos animais, sendo essenciais para estudos in vivo, e no desenvolvimento
de estudos pré-clinicos.(9,29) Apesar da sua utilizacao sistematica, estes modelos tém
mostrado fragilidades na predicdo do sucesso clinico e da seguranca de farmacos
devido a diferengas inter-espécies relevantes a nivel estrutural (e.g. o rato ndo tem
bronquiolos), funcional (o rato tem respiracdo exclusivamente nasal), e também nos
préprios mecanismos de acdo envolvidos (perfil enzimatico diferente entre animais e
humanos).(16,30) Essas limitacbes traduzem-se, por exemplo, numa capacidade
insuficiente de mimetizar a complexa fisiologia e progressdo da carcinogénese humana,
sendo que menos de 8% dos ensaios pré-clinicos sdo traduzidos para ensaios

clinicos.(5)

As limitagdes dos modelos animais demonstram que este ndo € um modelo perfeito para
avaliacdo de patogenese de doenga pulmonar ou desenvolvimento de farmacos. Séo
assim necessarios modelos preditivos da toxicidade em pulm&es humanos que visem
representar as condi¢cdes de exposicdo e fisiopatologicas mais proximas do pulméo

nativo, como 0s modelos in vitro. (31)

3.3 Modelos para avaliacéo da toxicidade in vitro

Devem possuir caracteristicas que mimetizem com precisdo 0 microambiente
pulmonar, e satisfagam 0s objetivos propostos para cada estudo.(5,32) Para validar um
método in vitro é essencial ter em conta: tipo de células representativas (epiteliais,
endoteliais) e a sua origem celular, comunicagéo e interacdes celulares, o sistema de
cultura (substrato e tipo de fluxo, dimensionalidade, fluxo de ar, forcas mecanicas) e

material de suporte (viscoelasticidade, deformabilidade e porosidade).(5,11)

Os efeitos toxicos de substancias no tecido pulmonar em modelos in vitro sdo
identificados por ensaios de indicadores especificos (Anexo 1) que avaliam a
viabilidade, crescimento, e morte celular, atividade metabdlica, genotoxicidade,
epigeneticidade e producdo de mediadores inflamatorios.(1,9) A combinagdo adequada

de todos esses fatores permitira simular melhor a biologia dos pulmd&es humanos.
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3.3.1 Tipos de células

A escolha do tipo de células estad dependente do objetivo do estudo in vitro, e podem
ser classificadas de acordo com a sua origem. As vantagens e desvantagens dos
diferentes tipos de células encontram-se esquematizadas no Anexo 2.

Linhas celulares imortalizadas. As células de linhas celulares imortalizadas (CLCI)
sdo frequentemente usadas em estudos in vitro devido a sua fécil acessibilidade, baixo
custo, baixa variabilidade, fornecimento ilimitado e escalabilidade.(18) A sua obtencéo
pode ser de duas formas: a partir de tecidos tumorais (como adenocarcinoma) ou por
transformacéo viral de células primarias, sendo que em ambos os casos ha desregulacao
dos mecanismos de senescéncia natural, permitindo uma vida atil prolongada, ideais

para “highthroughtput screening”.(9,11)

As maiores desvantagens da utilizacdo de CLCI sdo a baixa representatividade (existe

apenas um dador), e o perfil genético e epigenético difere das células in vivo. (9,11)

Células primaérias (CP). Estas células sdo obtidas diretamente do tecido de dadores
humanos, através de bidpsias ou resseccdes cirurgicas de tecido pulmonar, pulmdes de
cadaveres ou lavagens brénquio-alveolares. Estas respondem de forma semelhante as
células in vivo, quando comparadas com as CLCI. No entanto, ao longo de sucessivas
passagens de cultura, as CP perdem caracteristicas fenotipicas (levando em ultimo caso
a senescéncia). (5,9,18) A dificil obtencdo de CP, associada a grande heterogeneidade
de ceélulas obtidas entre dadores, impede que estes modelos permitam a

reprodutibilidade de resultados e a representatividade para uma populacao.(5,9)

As CP e CLCI sdao amplamente utilizadas em modelos pulmonares (Figura 5) e
apresentam grandes diferencas, refletidas num estudo comparativo entre linhagens
tumorais (A549 e Calu-3), transformadas (BEAS-2B e Met-5A) e as equivalentes CP.
Observou-se que células bronquicas proliferam mais rapidamente que as células
mesoteliais, e que as células tumorais apresentam a maior taxa de proliferacdo. As CP
e células tumorais apresentam maior atividade metabolica, sendo que as CP apresentam
um perfil inflamatdrio mais estavel (menor expressao de IL-6 e atividade glutationa

redutase). As CP respondem ao stress oxidativo de forma mais pronunciada que as
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restantes células, e as células tumorais (A549 e Calu-3) estdo maioritariamente em
distribuicéo ciclo celular G2/M.(33,34)

Estes dados demonstram a importancia da escolha das células para modelos in vitro

pela possibilidade de viés na leitura e sistematizacdo de dados de diversos estudos.

Traqueia
@ ABSC Célula estaminal basal das vias aéreas
@ @HBEC Célula epitelial brénquica
@BEAS-2B  Célula epitelial bronguica
o 5 W 16HBE 140- Cslula epitelial bronquica
BroanIo @NL20 Célula epitelial brénguica

@ Calu-3 Adenocarcinoma do epitélio bronquico
@ NCI-H292 Carcinoma do epitélio bronquico
@ NCI-H460 Cancro do pulméo de ndo-pequenas células

® @SAEC Célula epitelial vias aéreas
Bronqufolo @ NCI-H358  Carcinoma brénquio-alveolar

@ NCI-H1703 Pneumdcito tipo |
/.NCI—HAM Pneumocito tipo Il
@ NCI-H1975 Pneumdcito tipo Il

). ®A549 Adenocarcinoma alveolar
o Alvéolo @HCC827  Adenocarcinoma
@ primaria B IMR-90 Fibroblasto
M linha celular BMRCS Fibroblasto
® transformada @ NHLF Fibroblasto
® tumoral BMHULEC5a Células endoteliais microvasculares

Figura 5 - Células utilizadas em modelos pulmonares e a sua origem espacial.
Retirado da referéncia (12).

Células estaminais. Para contornar a dificil acessibilidade a tecido pulmonar humano,
varios grupos tém trabalhado para a criacdo de uma fonte renovavel de células, como
as células estaminais pluripotentes humanas (hPSC). Estas sdo uma fonte aut6loga, com
alta capacidade de diferenciacdo, estabilidade fenotipica, representatividade e
reprodutibilidade de ensaios.(5,13,31)

As células estaminais pluripotentes embrionarias (ESC) tém capacidade de gerar todas
as 3 camadas germinativas do blastdcito e, como tal, capacidade de se diferenciar em
todas as células do tecido humano. No entanto, o0 isolamento destas células implica a
destruicdo de embrides humanos, o que acarreta questdes éticas que limitam a utilizagdo
deste tipo de células.(5,11) Por outro lado, as células estaminais pluripotentes induzidas
(iPSC) despertam maior interesse por terem na sua génese células somaticas que séo
reprogramadas através de fatores de diferenciacdo, para adquirirem capacidade
multipotente. As hPSC tém capacidade de se diferenciarem noutros tipos de células
existentes nos pulmdes, através de sinais bioguimicos exdgenos que atuam como
diferenciadores celulares para o desenvolvimento pulmonar (incluindo especificacéo
proximo-distal). No entanto, diversos estudos tém referido como maior desvantagem a

sua imaturidade celular e insuficiente diferenciagéo.(5,11,31)
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3.3.2 Métodos

Na Figura 6 estdo representados os modelos respiratdrios mais comuns representativos

da fisiologia humana.

(W) 'ﬁ*T/ﬁ*
R i AN YA N
4 TAT
- \ < N T
W 7 Estudos em
Modelo ALI i ) voluntarios
Monocultura 2D Orgalnmde Modelo animal humanos
Menos representativo Relevancia fisiologica

[ | !

: Orgéo(s)-em-
Co-culturaem _ ehic
insergoes Esferoide

Figura 6- Modelos bioldgicos do sistema respiratério humano, estando representados
da menor a maior representatividade da fisiologia humana. Retirado da referéncia
(30).

O primeiro método in vitro como alternativa ao modelo animal para estudo da
fisiopatologia tecidular e resposta a farmacos foi a cultura de células em

monocamada.(18,31)

Com o objetivo de melhorar a relevancia e precisdo dos estudos in vitro, tém sido
desenvolvidos diferentes métodos (resumo das vantagens e desvantagens de cada
método no Anexo 3) representados na Figura 7, que podem ser classificados de acordo

com a dimensionalidade do sistema.(35)
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Monocultura Interface Ar- Modelos Organoide
- Co-cultura o -
submersa Liquido (ALI) comerciais
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" | (Bio)scaffolds Pulmé&o-em-chip Bioimpressao 3D

Figura 7 — Progresso dos modelos in vitro. A: monocamada submersa, B: ALI, C:
Co-cultura, D: Modelos comerciais, E: Organoide, F: “Scaffolds”, G: Pulmao-em-
chip, H: Bioimpressdo 3D. Retirado da referéncia (14).

Bidimensionais (2D)

Monocamada. Este método tradicional consiste num sistema simples, de abordagem
estatica, em que as células (em mono ou co-cultura) sdo cultivadas numa camada, em
placas ou inser¢des de transwell submersos num liquido rico em nutrientes (Figura
7A).(5,11,18)

E amplamente usado para investigar anormalidades funcionais e estruturais de células
ciliadas, ajudando a compreender o seu papel fulcral na eliminacdo de particulas, e no
diagndstico de doencas associadas como a discinesia ciliar primaria, fibrose quistica,
DPOC e asma.(14,18)

Este modelo permite estudos em larga escala, com fornecimento de dados em tempo

real, de interpretacdo simples e comparacdo direta de resultados.(5,31)

O facto de as células estarem submersas, sem contacto com o ar atmosfeérico, resulta
num comportamento fisiologico pouco relevante, com proliferagdo anormal, taxas e
perfis de expressdo génica e proteica diferentes dos observados in vivo. A incapacidade
de se diferenciarem de forma adequada e completa, pela inaptiddo de gerar células

ciliadas, impede a formacgéo de uma barreira funcional.(5)
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Modelo Interface Ar-Liquido. O desenvolvimento do modelo interface ar-liquido
(ALI) demonstrou ser um avanco para simular a estrutura e fungdes do epitélio
pulmonar, em que as células s&o cultivadas num filtro poroso que separa fisicamente o
tecido epitelial do meio circundante, permitindo que a superficie celular interaja com o
ar atmosférico, enquanto a superficie basolateral comunica com o0 meio de cultura
(Figura 7B).(9,17,18)

Os primeiros sistemas demonstraram que células brénquicas cultivadas deste modo,
além de formarem cilios maduros, aumentaram a secrecdo de muco, contrastando com

as culturas submersas sem sinais de ciliogénese ou producdo de muco.(14)

Estes modelos recapitulam o padrdo das células epiteliais in vivo descrito em estudos
morfolégicos e de expressdo génica, destacando-se pela possibilidade de co-cultura
(cultivo de diferentes tipos de células na zona apical e basolateral). Como alguns
exemplos podemos referir as células epiteliais com macrofagos para estudar a interacao
do epitélio com o sistema imunitario inato; células epiteliais e fibroblastos para estudar
o0 papel destes na reparacéo e regeneracao de epitélio apds lesdo; células epiteliais e as
celulas dendriticas para estudar a resposta imunoldgica (Figura 7C).(14,17,18)

Atualmente, estdo comercializados modelos extensivamente utilizados para modelacéo
de doenca, descoberta de farmacos e estudo de toxicidade (Figura 7D). Apresentam
vantagens para avaliacdo de toxicidade de substancias inaladas, pela possibilidade de
controlar a temperatura, humidade e fluxo de ar importantes na aerodindmica e

deposicdo de particulas.(9,14)

Tridimensionais.

Apesar de as culturas 2D estudarem a comunicacdo célula-célula, carecem de
organizacao espacial, com interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular (ME),

oferecendo uma proximidade fisioldgica aos métodos in vivo.(32)

a) Esferoides e organoides. N&o existe consenso para a defini¢do dos termos esferoide
e organoide, sendo que compartilham algumas propriedades, mas a diferenca essencial

reside no nivel de complexidade e organizacdo estrutural.(11,17)

Os esferoides sdo agregados simples de células em modelo de cultura em suspensao em

biorreatores ou em suporte tridimensional (hidrogéis naturais ou sintéticos). Sdo obtidos
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a partir de CLCI, CP ou tecidos, sendo incapazes de auto-renovacao e diferenciacéo
celular. Estas estruturas sdo adequadas para o estudo de farmacos para tumores solidos
devido a sua capacidade de reproduzir caracteristicas como: heterogeneidade celular,
sinalizacdo célula-célula, estrutura interna, expressdo génica e resisténcia a
medicamentos.(5,12,32)

Organoides sdo estruturas compostas por diferentes tipos de células, com potencial de
diferenciacdo e auto-renovacao, sendo capazes de mimetizar alguns niveis de funcéo e
disposicéo espacial do 6rgdo-alvo nativo tais como secre¢do de surfactante, eliminagéo
de particulas e protecdo contra agentes infeciosos microbianos. Essencialmente, tém
sido usados para estudos funcionais de células estaminais que, devido a sua capacidade

de propagacdo, podem ser mantidas em cultura durante varios meses.

A sua génese a partir de iPSC permite observar mecanismos que ocorrem no
desenvolvimento embrionario, mimetizando as cascatas de sinalizacdo e processos
durante a organogénese. E possivel a obtencio de “mini 6rgios” em diferentes estadios
de desenvolvimento, originarios de multiplas camadas germinativas e com variada

diferenciagéo e composicado celular.(Figura 7E). (5,11,31)

Por outro lado, derivados de células estaminais adultas sdo representativos dos
mecanismos de reparacdo de tecido adulto, fundamentalmente os de natureza epitelial,

sem elementos estromais, nervosos ou vasculares na sua composicéo.(31)

A capacidade de expansao e estabilidade genémica torna estes modelos apropriados e
promissores para formacao de biobancos, estudos “high-throughtput drug screening”,
estudos interacdo microrganismo-hospedeiro e modelacdo de doenca (pela replicacao

do fendtipo de doenca in vitro).(5,12)

As desvantagens deste sistema comparativamente com as culturas 2D s&o o seu elevado
custo e ndo serem diretamente aplicaveis ao estudo da exposic¢do por inalacdo, onde

ganham maior destaque as culturas ALI por ndo apresentarem desafios da estrutura 3D.
()

Nos modelos anteriormente descritos, apenas uma fracdo das células esta em contacto
com outras células e ME, enquanto a restante fracdo esta exposta ao meio de cultura. In
vivo, ha gradientes espaciais que influenciam a polariza¢éo, migracédo e diferenciagdo
celular.(14)
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b) “Scaffolds”. Por forma a recriar 0 macro e micro ambiente pulmonar, tém sido

desenvolvidos suportes que mimetizem a arquitetura nativa pulmonar.(5)

A ME pode ser obtida a partir de pulmdes inteiros, ressecgdoes ou fragmentos
pulmonares submetidos a protocolos ‘“detergent-based” que retiram todos o0s
componentes celulares destes tecidos, mantendo uma estrutura ramificada
tridimensional das vias respiratérias e alvéolos, assim como a organizacdo vascular,

representado na Figura 7F.(5)

Posteriormente, as matrizes descelularizadas podem ser recelularizadas com ceélulas
endoteliais, epiteliais e/ou estromais cultivadas dinamicamente, recapitulanndo

importantes processos fisioldgicos pulmonares, como a perfusao vascular. (5,18)

Ap0s estes processos, a composicdo quimica da ME pode estar alterada pela perda de
elastina e glucosaminoglicanos, essenciais para manter a integridade estrutural e
propriedades mecéanicas do pulmdo. Estes protocolos sdo complexos e demorados, e a
remocao antigénica € incompleta podendo provocar respostas imunoldgicas que

comprometem a fiabilidade de resultados.(5,32)

A problematica fulcral, que € transversal a métodos anteriormente referidos, prende-se
com a disponibilidade de material pulmonar humano para o estudo. Considerando que
os pulmbes de dadores saudaveis sdo reservados a transplantes, apenas 0s nao
adequados para transplantes podem ser usados; e 0 mMesmo 0OCOrre NOS Processos
cirargicos, em que apenas é removido o tecido doente.(5)

Em todo o caso, varios relatorios apontam que pulmdes saudaveis envelhecidos ou
doentes respondem de forma diferente aos protocolos de descelularizacédo, revelando-

se um potencial modelo de estudo para a fisiopatologia pulmonar.(18,32)

Assim, torna-se necessario encontrar biomateriais para formar estruturas similares, nas
quais as células pulmonares sdo semeadas, diferenciadas e mantidas. Os materiais
naturais como o colagénio e gelatina sdo biocompativeis, permitem a adeséo e fixacao
celular, e a sua decomposicdo € similar aos processos que ocorrem fisiologicamente.
Por outro lado, apresentam variabilidade entre lotes, dificil reprodutibilidade e

limitacdes mecénicas.(5)

Por outro lado, os polimeros sintéticos, de que sdo exemplos o poli(e-caprolactona)
(PCL) e &cido poli(lacticcoglicolico) (PLGA) e o hidrogel, apresentam caracteristicas

viscoelasticas que mimetizam as propriedades mecanicas in vivo.(5,14)
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Estes “scaffolds” artificiais sdo fabricados por técnica de eletrofiacdo, na qual ha
formacdo de micro/nano fibras com um ajuste fino da porosidade do material
(permitindo a passagem de nutrientes, gases), alteracdo da superficie e taxa de
degradacdo. A consideravel &rea de superficie proporciona o crescimento celular nestas
estruturas.(5,12)

c) Bioimpressdao 3D. Ao contrario do modelo “scaffold”, em que as células sdo
semeadas numa estrutura pre-existente, na Bioimpressao 3D as células sdo organizadas

e depositadas durante a impressdo, como demonstrado na Figura 7H e Figura 8.

a “Inkjet bioprinter” b [ Microextrusdo ] c [ Bioimpressao assistida por laser 1
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Figura 8 -Representagdo das técnicas de bioimpressdo 3D. a: “inkjet bioprinter”, b:
microextrusao, ¢: bioimpressao assistida por laser. Retirado da referéncia (36).

Esta tecnologia de producdo baseia-se nos processos usados por impressoras 3D
convencionais, que depositam biotintas (compostas por células e biomateriais), camada
a camada, construindo uma estrutura que € direcionada e previamente desenhada por
software especifico. Para a bioimpressdo existem diferentes técnicas com diferentes
funcionalidades.(32,36)

“Inkjet bioprinting” funciona de forma semelhante as impressoras a jato de tinta
convencionais, em que o cartucho contém as células suspensas numa solucéo, e as gotas
sdo geradas a partir de uma cabeca de impressao controlada por um manipulador de
temperatura ou por forca piezelétrica, representado na Figura 7a. Esta técnica €
relativamente rapida e acessivel, permitindo a deposicdo camada-a-camada de
diferentes tipos de células, criando estruturas que mimetizam a arquitetura do tecido

pulmonar com relativa preciséo.(36,37)

Microextrusdo é uma técnica na qual a biotinta é forcada por uma extrusora mecanica

que produz um fluxo continuo a partir da cabeca de um microbucal (Figura 7b). Séo
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produzidos filamentos de didmetro muito reduzido permitindo uma maior precisdo no
fabrico de microestruturas complexas e detalhadas, como capilares. Em oposi¢do ao
“inkjet bioprinting”, o processo € mais moroso e pode ser usada biotinta de alta
viscosidade. Uma particularidade a ter em conta é que quanto maior a pressao para

extrusdao do material, menor é a viabilidade celular.(5,36-38)

A bioimpresséo assistida por laser € a melhor forma para obter tecidos de alta resolucéo
e precisdo, conseguindo alcancar uma resolucdo uniforme de uma célula por gota. Esta
técnica consiste numa fonte de laser pulsatil que incide sobre uma fita dadora (composta
por uma camada de vidro que filtra radiagdo num determinado comprimento de onda,
uma camada de metal que absorve energia e uma camada de biotinta, esquematizadas
na Figura 7c), gerando pressdo que “empurra” uma goticula de biotinta que se deposita
no substrato até formar uma estrutura 3D. O calor do laser pode afetar adversamente a
viabilidade celular. E a técnica mais lenta e demorada, essencialmente devido ao
processo de producdo da fita e custo mais elevado, sendo por isso a menos adequada

para grandes volumes de tecido.(36,37)

Diferente dos anteriores métodos de bioimpressao, na Bioestereolitografia a biotinta

ndo é expelida ou libertada por uma agulha ou bico extrusor, é moldada.(38)

A impressao ocorre por fotopolimerizacdo, ou seja, quando um feixe de laser ou luz
ultravioleta é projetado de forma controlada sobre a superficie da biotinta, esta
solidifica.(36-38)

Esta técnica permite uma alta resolucdo, precisdo para construir estruturas finas e
complexas, e com menor stress celular, uma vez que as células ndo tém de sofrer forcas
mecanicas ou efeito da temperatura. Contudo, a exposi¢do a luz ultravioleta pode causar
inviabilidade celular, dependendo da intensidade e exposicéo. Por esta raz&o, nem todos
0s biomateriais podem ser usados por este método (especialmente se sensiveis a luz
UV.(37)

Na verdade, até a data ainda ndo foi possivel replicar na totalidade a geometria
pulmonar nativa através de qualquer técnica de bioimpresséo e, apesar das melhorias
da replicagéo estrutural e funcional, ainda existem desafios na replicagcdo de forgas

mecanicas e perfusdo hemodinamica.(5)
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d) Pulmé&o-em-chip

O orgdo-em-chip, consiste num dispositivo composto por microcanais continuamente
perfundidos e revestidos por células vivas, recriando o estado complexo e dindmico das
células no 6érgdo nativo: interface tecido-tecido, forgas mecénicas, fluxo de fluidos,
células imunoldgicas e gradientes bioquimicos que sdo criticos em situacdo saudavel
ou de doenca.(5,31)

Estes modelos ja foram desenvolvidos para diversos 6rgdos como intestino, figado,
masculo, barreira hematoencefélica, rim e pele. No entanto, os modelos de pulmdes
estdo subdesenvolvidos comparativamente com outros érgdos devido a sua complexa
geometria e heterogeneidade de células que compdem o microambiente de interface ar-

liquido pulmonar.(5)

O primeiro Pulmé&o-em-chip foi desenvolvido por Huh em 2010, um microdispositivo
dividido longitudinalmente em 2 compartimentos por uma membrana flexivel porosa
de polidimetilsiloxano (PDMS). Na parte superior foram cultivadas células epiteliais
em ALI, enquanto na parte vascular inferior as células endoteliais foram expostas ao
fluxo laminar do meio (recriando o interface alvéolo-capilar). As duas camaras de gas
bilaterais através de vacuo ciclico permitiram estender ciclicamente a membrana,
simulando os movimentos respiratorios fisiologicos, como demostrado na Figura 7G e
Figura 9.(14,39,40)

Camaras
lateais

Figura 9 - Modelo Pulmé&o-em-chip. Retirado da referéncia (39).

A contracdo ciclica afeta a permeabilidade, atividade metabolica e a secre¢do de
citoquinas. Estes efeitos tém sido demonstrados por mecanismos fisiologicos como a

diapedese de neutréfilos circulantes apos estimulacdo do epitélio alveolar com TNF-a
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ou infecdo por E. coli; e 0 aumento da permeabilidade vascular induzida por IL-2

quando o sistema esta sujeito a movimentos respiratorios.(12,31)

O desenvolvimento dos pulmdes-em-chip tém passado pela integracdo de diferentes
tipos celulares pulmonares (formagéo de uma cultura celular mais complexa), utilizagéo
de tecnologia avancada para simular o movimento respiratorio, otimizacdo de materiais
utilizados (membrana, materiais de estrutura do microchip), integracao de sensores para
monitorizacdo de pardmetros fisiologicos (pH, concentragdo de biomarcadores,
oxigenacdo), automacéo dos sistemas de sinalizagdo e desenvolvimento de modelos

com células estaminais.(5,31,41,42)
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4 Conclusoes e Perspetivas futuras

O principal interesse no desenvolvimento de modelos celulares in vitro é a substituicdo
dos modelos animais, recriando um modelo realistico e fidedigno do sistema
respiratorio nativo humano.(11) A globalizacdo e industrializacdo sdo 0s principais
responsaveis pela crescente poluicao atmosférica, com efeitos diretos e graves na satde
humana e ambiental, e que estdo longe de serem minimizados. Para além da poluicéo
do ar, recentemente, a Pandemia por COVID-19 demonstrou a vulnerabilidade e

sensibilidade do sistema respiratorio.(4)

Apesar da evolucdo destes modelos através do desenvolvimento de técnicas e
tecnologias emergentes em diversas areas cientificas, ndo é ainda possivel mimetizar
exposicoes reais devido a complexa arquitetura espacial, biomecanica e microambiente
pulmonar, heterogeneidade da composicdo celular, resposta imunoldgica e
consequéncias sistémicas de exposi¢cdo. De igual forma, a dificil estabilidade e
viabilidade celular a longo prazo, associada a falta de padronizacdo e dificil
reprodutibilidade ndo permitem analisar a exposi¢cdo prolongada a farmacos ou

contaminantes.(12)

Os modelos de co-cultura atualmente disponiveis sdo ainda insuficientes. Embora
desenvolvidos com diversos tipos celulares, nd&o conseguem representar a
complexidade do modelo in vivo que apresenta mais de 50 tipos de células. Por outro
lado, embora estejam descritos diversos modelos (essencialmente do local alvéolo-
capilar), seria oportuno o desenvolvimento de outros alternativos que recriassem locais
como a cavidade nasal, faringe, tranqueia, pleura e ganglios linfaticos circundantes, por
forma a considerar a interacdo e influéncia entre diferentes locais do trato
respiratorio.(43) Para tal, serd fulcral a melhoria das técnicas de alta precisdo de
bioimpressdo 3D e dos materiais usados em “scaffolds” e pulmao-em-chip. O estudo
de solventes e materiais biocompativeis, com capacidade viscoelastica,
deformabilidade e plasticidade extremamente necessarias para mimetizar os ciclos
respiratorios deve ser associado ao estudo de melhoria das técnicas por forma a diminuir
as alteracdes celulares provocada pelas altas temperaturas, forcas mecanicas e
radiacéo.(32)

Apesar do potencial das células estaminais, ao poderem recriar todas as células

necessarias para um modelo in vitro pulmonar, estas sdo tecnicamente desafiantes em
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termos de obtencdo (por protocolos de diferenciacdo com adicdo de fatores de
crescimento, condicBes do meio e ambientes tridimensionais) e podem apresentar
respostas variaveis a estimulos externos, tornando dificil a reproducdo de
resultados.(44)

Os pulmdes-em-chip mostram-se promissores pela capacidade de simular diversas
funcGes pulmonares com precisdo, e pela possibilidade de serem interconectados com
outros érgaos-em-chip, formando um humano-em-chip. Estdo a ser adaptados para
desenho de farmacos, assim como avaliagdo da sua toxicidade isolada, ou por
administracdo concomitante de farmacos. Para além da toxicidade pulmonar, a
formulacdo de multiérgaos-em-chip permite estudar os efeitos sistémicos provocados

pela exposicdo.(11)

O potencial de aplicar diferentes variaveis (perfusdo e fluxo de ar, condi¢Ges de pressao
e stress) nos microchips é vantajoso para estudo de exposicdo cronica a diferentes
xenobidticos. (31)A utilizacdo de modelos in vitro permite estudar populacdes especiais
de maior risco e vulnerabilidade (idosos, gravidas, criancas) e avaliar a influéncia de
fatores individuais (idade, sexo, etnia, suscetibilidade genética) na estrutura funcional
dos pulmd@es nos mecanismos de patogénese. Nesta logica, € possivel estudar doencas
como Asma, DPOC, e Bronquite em populacdes especificas, desenvolver farmacos e
avaliar os possiveis efeitos toxicos, sem necessidade de testagem in vivo.(44) A
possibilidade de se utilizar células de dadores humanos representa um avanco na
Terapéutica direcionada, permitindo estudar os mecanismos de patogénese intrinsecos

do préprio doente e formulacdo de farmacos com alta especificidade.(32)

Por fim, a utilizacdo de Inteligéncia Artificial podera ser uma ferramenta importante
para sistematizar, padronizar e relacionar grandes quantidades de dados de estudos in
vitro de diferentes ensaios, podendo prever respostas celulares, determinantes para o
desenvolvimento de modelos mais avancados e precisos, assim como um melhor

entendimento dos mecanismos celulares subjacentes.
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AnNexos

Al.

pulmonar

Biomarcadores e ensaios in vitro para avaliacdo da toxicidade

Biomarcadores

Principio do ensaio

Lactato
desidrogenase
extracelular

Teste colorimétrico de citotoxicidade — avaliar integridade das
membranas;
LDH esta presente no citosol das células e é libertada para o meio de

Transepitelial

(LDH) cultura quando a membrana plasmatica € interrompida;
Aumento do corante produzido no sobrenadante esté diretamente
relacionado com 0 aumento do numero de células lisadas.
Ensaios WST- | Teste colorimétrico para determinar a viabilidade e proliferacéo celular;
1, MTT, XTT Quantificacdo da atividade da succinato desidrogenase mitocondrial;
AlamarBlue Apenas as células vivas podem catalisar este processo;
Absorvancia medida é proporcional ao nimero de células vivas
(metabolicamente ativas) presentes.
Ensaio de Teste enzimatico para contagem de células - medir a proliferacdo celular;
fosfatase A fluorescéncia fornece uma medida da atividade enzimatica total que €
alcalina proporcional ao nimero de células;
A atividade enzimatica aumenta proporcionalmente com o nimero de
células em cultura, independentemente do momento da cultura.
Resisténcia Medicdo da resisténcia elétrica através de uma monocamada celular;
Elétrica Monitoriza a integridade epitelial e das jun¢Ges oclusivas, as variagfes de

permeabilidade devido a danos/rutura da barreira celular epitelial;
Apenas possivel em células cultivadas em ALL.

Inflamacao

Citocinas, IL, fatores de crescimento e interferdo sao proteinas que regulam
a resposta imunitéria apds exposi¢do a um xenobidtico;

Citocinas promovem inflamacgdo (citocinas pro-inflamatorias), enquanto
outras diminuem (citocinas anti-inflamatorias);

As citocinas tém uma variedade de impactos na proliferagdo e diferenciagdo
celular;

ELISA - ligacdo de citocina a anticorpo primario especifico. O complexo
resultante é identificado por um anticorpo secundario que é revelado por
uma peroxidase de ligagdo. A intensidade da coloragdo determina a
quantidade de citocina presente.

Teste do
micronucleo
(MN)

Ensaio de genotoxicidade: durante a transi¢cdo metafase/anafase 0s MNs séo
produzidos em células em divisao;

Corpo extranuclear do cromossoma danificado pela perda de material
genético durante a divisdo celular é incluido numa ou mais células filhas
durante a tel6fase;

Mede a indugdo de anomalias cromossémicas.

Eletroforese em
gel de célula
Unica

Ensaio de genotoxicidade: detecdo de fragmentos do DNA causada por um
composto genotoxico;

As células sdo lisadas e os nucleos séo libertados por agdo de agente alcalino
(pH 10). Para promover a desnaturacéo, sdo entdo tratados com tampdo
basico de eletroforese (pH 13). O DNA libertado €é separado
eletroforeticamente e exposto a um intercalante fluorescente (brometo de
etidio);

DNA intacto (ainda esta superenrolado) - apresenta esfera compacta;

DNA danificado - fragmentos de fita simples e dupla (mais leves) que
migraram para além do DNA ndo danificado.
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Ensaio de troca
de cromatideos
irmaos

Ensaio de genotoxicidade: deteta trocas reciprocas de cromatideos irmédos
idénticos;

Indica precocemente a instabilidade cromossémica;

Analise por coloracdo com 5-bromodeoxiuridina que se insere na cromatina.

Ensaio de
alteracdes
cromossémicas

Ensaio de genotoxicidade: alteracdo do nimero, forma ou estrutura interna
do cromossoma (global ou parcial);

Segmentos do cromossoma podem ser duplicados, separados ou
transferidos para outros segmentos (translocacdo, inversao) devido a
interrupcdo na divisdo celular;

Microscopia, cariotipagem e hibridizac&o in situ por fluorescéncia.

Adaptado de (30)
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A2. Resumo das vantagens e desvantagens de diferentes tipos de
celulas
Modelos Vantagens Desvantagens
Baixo custo; Né&o representa condi¢des in vivo;
Divisdo ilimitada; Perfis genéticos e epigenéticos diferem
Reprodutibilidade de ensaios; entre células cancerigenas e ndo
Facil de cultivar e manter; cancerigenas;
Alta viabilidade em comparacdo | Auséncia de caracteristicas morfoldgicas
Células com outros modelos; ou funcionais importantes;
humanas de | Disponivel comercialmente; Fisiologia celular alterada;
linhas Padronizacao de resultados; Dador Ginico, ndo tem em conta a

imortalizadas

Reducdo da variagdo genética em
comparagdo com modelos
primarios;

Potencial para incluir co-culturas;
N&o é necessario a adi¢do de
cofatores.

variabilidade da populacéo;
Dependendo da linha celular,
representacdo limitada de uma barreira
epitelial in vivo;

Nem todas as células podem ser
representadas por este tipo celular.

Melhor representacéo in vivo;
Células maduras;

Especificidade genética do dador;
Mantém epigeneticidade e
caracteristicas adquiridas;
Permite avaliacdo de

Fonte e divisdo limitada;

Manutencao complexa;

Sistemas dificeis de padronizar;
DivisOes sucessivas causam alteracoes
genotipicas e fenotipicas;

Tempo limitado para manter expresséo

Minimizacéo da diferenca entre
lotes;
Resposta fisiologica relevante.

Células x e T :
L subpopulacéo especifica de enzimatica ao longo do tempo;
primarias ) ; . - .
interesse (idade, doenga, sexo, Difuso para determinar qual o tipo de
suscetibilidade, etc.) célula que impulsiona a toxicidade
Maior relevancia fisioldgica; observada;
Pode incluir diferentes tipos de Custo elevado;
células ou monocultura; Variacdo genética entre dadores.
Pode simular condi¢des cronicas.
Facilidade de obtencdo; Manutencéo dispendiosa;
Cultivo em larga escala, Diferenciacdo nos tipos de células de
Célula mantendo um estado interesse depende de muitas etapas;
i indiferenciado; Células imaturas, ndo amadurecem para
estaminals

o estado adulto in vivo.

Adaptado de(5,9,11,29,31,32)
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A3. Resumo das vantagens e desvantagens dos métodos in vitro
Modelos Vantagens Desvantagens
Manuseamento mais simples e N&o representa condi¢@es in vivo;
facil; N4o ha contacto célula-ar;
Baixo custo; Incapacidade de gerar células ciliadas
Pl Permite “high throughtput diferenciadas;
acas de o < x
cultura de |Screening™; . Secre’gao de surfactante, e expressdo de
tecidos Versat|I~para,1 rgpresentar perfis de pr.ot.elnas gfetfio_las;, _ -
submersos | EXPressdo genica; Rigidez ndo flSlpIoglca, estatica;
Rapidez; Co-cultura dificil;
Reprodutibilidade; Interacdo célula-ME desadequada;
Eficaz para compostos soluveis e
i~ particulas.
Manuseamento simples e facil; Incapacidade de mimetizar o
Mimetismo do interface ALI microambiente pulmonar 3D;
fisiolégico (morfologia apical- Estética;
basal, polar, produgdo de muco); | Sem modelagem de respostas como um
Cultura Custo relativamente baixo; orgéo;
ALl Producdo ilimitada de células; Custo elevado;
Potencial diferenciacéo das células; | Dificil atmosfera de exposicao estavel,
Semelhanca das condic@es in vivo; | Necessidade de dispositivos de exposicao
Trocas gasosas ar/células; especificos.
Plataformas comercializadas.
Representa varios tipos de células; |Custo elevado;
Comunicacdo célula-célula e Protocolos complexos para
célula-ME; desenvolvimento e manutencao;
Esferoide/ | Mimetismo fisiologia nativa em Falta de vascularizag&o;
organoide |organoides pulmonares (secregdo | Dificuldade em atingir fendtipos
de surfactante, depuracéo de totalmente diferenciados;
particulas); Falta de estimulagdo mecanica;
Adequado para biobancos. Falta de uniformidade de tamanho.
“Scaffold” | Matriz 3D - composi¢do quimica e |Dificuldades em replicar de forma
geometria varidveis/ajustaveis; artificial a arquitetura pulmonar 3D;
Materiais naturais e sintéticos para |Utilizacdo de solventes que ndo sdo
a sua construcao. biocompativeis;
Tecnologias de fabrico complexas e
dispendiosas.
a ME Arquitetura pulmonar 3D com rede |Escassez de tecido pulmonar;
“descelula- |vascular preservada; Protocolos complexos para a sua
rizada Apresenta orientacdo proximo- obtencdo;
distal das células. Perda de componentes da ME;
Alteracdo das propriedades mecanicas do
tecido.
Representacdo de diferentes Encontra-se em fase inicial de
compartimentos do tecido desenvolvimento;
pulmonar (epitélio, tecido Desafios na co-cultura de varios tipos de
mesenguimal, rede vascular); células (particularmente de diferentes
Pulméo- |Emulacéo eficiente do compartimentos de tecidos ou 6rgaos);
em-chip | microambiente pulmonar (ALI, Rendimento relativamente baixo;
gradientes bioquimicos, Alta complexidade;
propriedades fisicas e Custo elevado;
biomecanicas); Acesso limitado a células primarias
especificas do doente;
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Possibilidade comunicacéo entre
orgaos;

Possibilidade de automacéo com a
incorporacao de sensores para
monitorizacdo de pardmetros
bioldgicos;

Perfusdo vascular hemodinamica;
Células imunitarias circulantes;
Reprodutibilidade do tamanho e
forma do tecido;

Amostragem repetida.

Equipamentos e protocolos laboratoriais
ndo padronizados.

Adaptado de (5,9,12,31,32,43)
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