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RESUMO

CERETA, A. D. Utilizacdo de matrizes extracelulares descelularizadas como
constituintes de biomateriais funcionais. 75p. Tese (Doutorado em Ciéncias),
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnica, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2022.

As doencas cronicas respiratdrias e as doencas cardiovasculares como a insuficiéncia
cardiaca causam danos irreversiveis a estrutura do 6rgdo. A indicacao terapéutica
preconizada na forma avancada destas doencas € o transplante de 6rgaos, porém a
oferta esta longe de suprir a demanda. E crucial o desenvolvimento, além de novas
terapias, de novos modelos de doencas pulmonares e cardiaca de modo a estudar
sua patofisiologia e mecanismos de reparo e regeneracao in vitro, e a aplicacédo da
matriz extracelular na geracao destes modelos pode proporcionar uma abordagem em
potencial. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da utilizacdo da matriz
extracelular descelularizada pulmonar e cardiaca na constituicdo de biomateriais bi- e
tridimensionais em diferentes tipos de cultivos celulares. Para isto, pulmdes e
coracdes suinos foram descelularizados para a obtencédo de um substrato em p6 de
MEC descelularizada que possibilitou a geracdo de hidrogéis pulmonares para o
cultivo de células tronco mesenquimais pulmonares, pré-geis para revestimentos de
placas de cultivos para -cultivos bidimensionais, e hidrogéis para cultivos
tridimensionais, ambos visando o cultivo de células IPSC e sua diferenciacdo em
cardiomidcitos gerando biomateriais funcionais. O cultivo em hidrogéis pulmonares de
células tronco mesenquimais se mostrou viavel ap0s 7 e 14 dias. A utilizacdo de um
substrato da MEC descelularizada também possibilitou a criacdo de hidrogéis em
diferentes concentracfes, em que naqueles mais concentrados houve uma maior
interacdo células-proteinas da matriz. Biomateriais cardiacos elaborados com o
substrato da MEC descelularizada cardiaca possibilitaram o cultivo de células
pluripotentes induzidas e levaram a sua efetiva diferenciacdo em cardiomiécitos, com
resultados semelhantes ou melhores aqueles cultivos utilizando Matrigel. Cultivos de
cardiomiécitos em placas revestidas com pré-gel e em hidrogéis, ambos de MEC
cardiaca descelularizada, possibilitaram a maturacédo destas células e sua viabilidade
foi mantida, incluso ap6s seu cultivo em suspensdo. A utlizacdo da MEC
descelularizada pulmonar e cardiaca para a producdo de substrato e sua aplicagédo
em diferentes tipos de cultivos celulares demonstra seu potencial para a
bioengenharia e medicina regenerativa, aproveitando suas caracteristicas estruturais
e bioquimicas para a criagdo de biomateriais funcionais que preservem as condi¢cfes
do tecido nativo, ampliando perspectivas de sua aplicagdo futura na geracdo de
modelos de doencas in vitro ou na busca de alternativas terapéuticas sem abrir mao
da manutenc&o do microambiente tecidual ideal.

Palavras chave: matriz extracelular, medicina regenerativa, engenharia tecidual,
biomateriais.



ABSTRACT

CERETA, A. D. Usefulness of decellularized extracelular matrixes as a
component of functional biomaterials. 75p. Tese (Doutorado em Ciéncias),
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnica, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2022.

Chronic respiratory diseases and cardiovascular diseases such as heart failure cause
irreversible damage to organs’ structure. The recommended therapeutic option in the
advanced form of these diseases is organ transplantation, but it is far from meeting
demand. It is crucial to develop, in addition to new therapies, new models of lung and
heart disease in order to study its pathophysiology and in vitro repair and regeneration
mechanisms, and the application of the extracellular matrix in the generation of these
models can provide a potential approach. This study aimed to evaluate the potential of
decellularized pulmonary and cardiac extracellular matrix as a constituent of two- and
threedimensional biomaterials for different types of cell cultures. For this, porcine lungs
and hearts were decellularized to obtain a powdered substrate of decellularized ECM
that enabled the generation of pulmonary hydrogels for the cultivation of pulmonary
mesenchymal stem cells, pre-gels for coating culture plates for two-dimensional
cultures, and hydrogels for three-dimensional cultures, both aiming at the cultivation of
IPSC cells and their differentiation into cardiomyocytes, generating functional
biomaterials. Cultivation of mesenchymal stem cells in lung hydrogels was feasible
after 7 and 14 days. The use of a decellularized ECM substrate also enabled the
creation of hydrogels at different concentrations, in which the more concentrated had
a greater cell-matrix protein interaction. Cardiac biomaterials made with cardiac
decellularized ECM substrate allowed the cultivation of induced pluripotent stem cells
and led to their effective differentiation into cardiomyocytes, with similar or better
results to those cultivated using Matrigel. Cardiomyocytes seeded in plates coated with
pre-gel and in hydrogels, both of decellularized cardiac ECM, allowed the maturation
of these cells and their viability was maintained, even after their culture in suspension.
The use of pulmonary and cardiac decellularized ECM for substrate production and its
application in different types of cell cultures demonstrates its potential for
bioengineering and regenerative medicine, taking advantage of its structural and
biochemical characteristics to create functional biomaterials that preserve native tissue
conditions, broadening prospects for its future application in the generation of in vitro
disease models or in the search for therapeutic alternatives without giving up the
maintenance of the ideal tissue microenvironment.

Keywords: extracellular matrix, regenerative medicine, tissue engineering, ,
biomaterials.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

As enfermidades inflamatérias que afetam o sistema respiratorio formam um
grupo de condicBes caracterizada por altos niveis de cronicidade e mortalidade.
Causando danos irreversiveis ao 6rgéao, a inflamacao crénica no pulmao progride ao
passo que também causa insuficiéncia respiratéria. Doencas como enfisema,
bronquite crénica (ambos quadros da doenca pulmonar obstrutiva crénica - DPOC),
asma e cancer de pulmdo constituem a terceira principal causa de Obito
mundialmente, levando a diversas mortes prematuras, as quais ndo possuem outra
indicacdo terapéutica alternativa ao transplante pulmonar (SHAKIR; HACKETT;
MOSTACO-GUIDOLIN, 2022).

O sucesso do transplante pulmonar é limitado, principalmente devido a
caracteristica mais fragil do 6rgdo se comparado a outros 6rgédos soélidos, como figado
ou rim. Alguns fatores como trauma torécico, barotrauma pulmonar, pneumonia, entre
outros, ainda fazem com que a taxa de sucesso dos transplantes pulmonares fique
entre 15% e 25% (CHAN et al, 2020).

Além das condi¢des que limitam o niUmero de transplantes realizados, o0 baixo
namero de doacdes requer estratégias para aumentar a disponibilidade de érgaos
para transplante. Necessidade esta, reforcada pelo aumento da lista de espera de
pacientes com doencas respiratdrias graves, incapacitantes e terminais. A doencga por
coronavirus (COVID-19), por exemplo, ndo ajuda a diminuir esta lista, de forma que
limita a oferta de 6rgdos adequados para transplantes pulmonares naqueles casos em
gue houve infeccao recorrente por coronavirus tipo 2 (SARS-COV-2) (BHARAT et al,
2020).

Do mesmo modo que as doencas cronicas pulmonares causam danos
irreversiveis a estrutura dos tecidos e do 6rgao, as doencas cardiovasculares (DCV)
também figuram entre as principais causas de mortalidade mundialmente, e sua
incidéncia tem aumentado em decorréncia de associacdo com outras doencas
cronicas. Estima-se que 30% de todas as causas de mortalidade humana nas
primeiras décadas do presente século decorreram, ou decorreriam, de problemas
cardiacos. No Brasil, as DCV sé&o a principal causa de 6bito no pais. (OLIVEIRA et al,
2021; POLONCHUK; GENTILE, 2021).
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Mais de trés quartos das mortes globais por DCVs ocorrem em paises de baixa
e média renda, onde a incidéncia das mesmas e de fatores de risco estd aumentando
como resultado de uma transi¢cdo epidemiol6gica em andamento, como € o caso do
Brasil. Baixo investimento em programas de prevencéo, falta de acesso da populacéo
a atencdo primaria em saude, falha na deteccéo e tratamento de fatores de risco e 0
aumento da parcela da populacdo em condicédo de pobreza sdo contribuintes para o
aumento desta estatistica (WHO, 2021).

Uma das principais razdes pelas quais as DCVs possuem alto indice de
mortalidade e morbidade é a baixa capacidade de autorreparo do cora¢do apés uma
lesdo, e as terapias disponiveis atualmente para insuficiéncia cardiaca em estagio
final sdo limitadas ou sintomaticas, uma vez que néo é possivel regenerar o musculo
cardiaco afetado (WANG et al, 2021).

Atualmente os tratamentos voltados a pacientes com DCVs sédo baseados em
farmacos, intervencao cirdrgica, dispositivos de assisténcia ventricular esquerda ou
transplante de coracdo. Apesar dos tratamentos farmacologicos retardarem a
progressdo da doenca em estégio final, eles ndo conseguem prevenir ou reverter a
progressao do quadro de insuficiéncia. Estima-se que menos de 10% dos pacientes
com doenca cardiaca sao transplantados (FUJITA; ZIMMERMANN 2017).

A bioengenharia, especificamente a engenharia de células e tecidos, visa
entender a relagdo estrutura-fungéo do tecido disfuncional fisioldgico e fisiopatolégico.
Com esta abordagem, busca-se o desenvolvimento de substitutos bioldgicos para
manter, restaurar ou melhorar a funcdo do tecido/6rgdo, o que pode ser uma
alternativa promissora para sanar as deficiéncias no tratamento das DCVs
(BROUGHTON; SUSSMAN, 2020).

No contexto da continua busca por terapias e avan¢os nos campos da
engenharia de tecidos e medicina regenerativa visando doengas cronicas pulmonares
e cardiacas, estudos potenciais incluem a matriz extracelular como abordagem
promissora neste ambito (SVYSTONYUK et al, 2020; BEJLERI; DAVIS, 2019;
PORZIONATO et al, 2018). Fato este devido as propriedades da matriz extracelular,

além de que a maioria dos biomateriais ja utilizados em pesquisa pré-clinica e clinica,
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nas areas citadas, envolvem um ou mais componentes presentes na mesma (Y| et al,
2017).

As pesquisas atuais em engenharia tecidual e medicina regenerativa ainda se
encontram em estagios preliminares na busca por alternativas para tratamentos e
estudos dos mecanismos das doencas crbnicas e pulmonares, e esfor¢os cientificos
mais intensos sdo necessarios para se alcancar uma solucdo efetiva. Com este
trabalho buscamos contribuir para o estudo da potencial aplicagdo da matriz
extracelular descelularizada, pulmonar ou cardiaca, na constituicdo de biomateriais

funcionais.

1.1. HIPOTESE

A matriz extracelular descelularizada pulmonar e/ou cardiaca possui potencial
para sua utilizagdo como constituinte total ou parcial de diferentes biomateriais,
gerando plataformas viaveis para cultivos de células favorecendo a proliferacdo e a

diferenciacao celulares, considerando diferentes tecidos e tipos de células.
1.2. OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Produzir e avaliar o potencial de utilizagcdo da matriz extracelular pulmonar e
cardiaca como substrato constituinte de biomateriais, capaz de proporcionar um
microambiente tecidual ideal para o crescimento, diferenciacdo e proliferacao

celulares.

1.2.2 Objetivos especificos

— Obter substrato de matriz extracelular derivada de pulmdes suinos

descelularizados;

— Desenvolver hidrogéis pulmonares derivados do substrato da matriz

extracelular suina descelularizada;
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— Elaborar biomateriais derivados da matriz extracelular pulmonar suina para o

cultivo celular 3D;
— Diferenciar células tronco pluripotentes induzidas em cardiomiocitos;

— Obter substrato de matriz extracelular derivada de coragbes suinos

descelularizados;

— Desenvolver hidrogéis cardiacos derivados do substrato da matrix extracelular

do miocardio descelularizado;

— Elaborar biomateriais derivados da matriz extracelular cardiaca suina para o

cultivo celular 3D de cardiomiécitos.

1.3. APROVACAO POR COMITE DE ETICA

Todas as etapas desenvolvidas para realizagéo desta tese foram aprovadas

pelos seguintes comités de ética em pesquisa:

— Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo;

— Comité em Experimentagdo Animal da Universidade de Barcelona, (CEEA-UB),
sob protocolo 154/19;

— Banco Nacional de Células-tronco, Instituto Nacional Espanhol de Saude
Carlos 1l : Uso de células pluripotentes humanas provindas do Banco de
Células Tronco do Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona aprovado
pela Comissdo de Garantias relativas a Doacao e Uso de Recursos Humanos
(ANEXO A).
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CAPITULO 2: REVISAO DE LITERATURA

2.1 Matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) é uma estrutura tridimensional ndo-celular, que
circunda as células de todos os tecidos de 6rgaos solidos em todos 0s organismos
animais, mas também presente em plantas, compondo o espaco extracelular. A MEC
€ sintetizada primariamente pelas células embrionarias durante o desenvolvimento
intrauterino, e as interag6es da matriz com as células residentes nos tecidos se da
continuamente, influenciando a expresséo génica e determinante ao comportamento
celular (ROSARIO & DESIMONE, 2010, INGBER, 2006).

A MEC é tridimensional, macromolecular, em uma rede de colageno,
proteoglicanos/glicosaminoglicanos, elastina, fibronectina, laminina e outras
glicoproteinas (THEOCARIS et al, 2016). Tem fungdo de sinalizacdo inter- e
intracelular, contribuindo para a proliferagéo, diferenciagcdo, migracdo e apoptose
celular por fatores moleculares bioativos que favorecem a comunicacao e interacao
célula-a-célula e célula-matriz (KARAMANOS et al, 2021, BADYLAK, 2007).

Duas formas basicas formam a matriz extracelular: a membrana basal e a
matriz intersticial. Enquanto a primeira se localiza entre as camadas epitelial e
estroma, a segunda circunda as células formando uma trelica porosa tridimensional,
que faz com que esta estrutura seja denominada “andaime”, comumente encontrada
na literatura pelo termo na lingua inglesa “scaffold” (THEOCARIS et al, 2016;
BADYLAK, 2007; INGBER, 2006).

Diferentes tecidos possuem variagbes na composicdo e estrutura da MEC
(Figura 1), porém suas moléculas funcionais e estruturais sdo comuns, as quais estao

elencadas na Tabela 1:



Tabela 1: Componentes estruturais da matriz extracelular comuns e suas funcodes:
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Componente Presenca na MEC Funcéo Referéncia
80 a 90% do peso seco da Proporcionam a estrutura tridimensional
MEC dos tecidos.
Colagenos ' Ancoragem e barreira tecidual. AMIRRAH et al, 2022

Principal proteina constituinte
da matriz

Integridade bioldgica e estrutural da
MEC.

Fibronectina

Segundo principal
componente e proteina mais
abundante da MEC.

Se liga a outras proteinas da matriz
extracelular.

Possui papel crucial na formacéao da
MEC durante o desenvolvimento.
Também esta presente no processo de
progressao de doencas e durante a
cura de feridas.

Interage com as células levando a
efeitos bilaterais célula-matriz que
determina a funcéo celular e a
modifica¢bes celular-dependentes da
MEC.

SINGH; CARRAHER,;
SCHWARZBAUER, 2010

Laminina

Principal componente néo-
colagenoso da membrana
basal da MEC

Estabiliza as estruturas celulares, serve
como barreira fisica eficaz e, governa o
destino celular induzindo cascatas de
sinalizacdo intracelular.

SCHEELE et al, 2007

Glicosaminoglicanos - GAGs

GAGs sulfatados sao ligados
covalentemente a proteinas
formando proteoglicanos.

Interagem com fatores de crescimento
e outras moléculas bioativas e
impactam a mecanica dos tecidos.

MENEZES et al, 2022

Fatores de crescimento

Presentes na forma de
biomoléculas solUveis
dispersos na MEC

Regulam o comportamento celular via
sinalizacao intracrina, paracrina,
autocrina e endocrina. Possuem papel
no reparo e regeneracao tecidual.

PARK et al, 2022
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Figura 1: llustracdo esquematica da estrutura simplificada dos componentes comuns da
matriz extracelular. A figura ilustra a rede macromolecular tridimensional, formada por
proteinas e polissacarideos. A matriz intersticial forma uma rede porosa de colagenos
fibrilares, fibras elasticas e proteoglicanos. Adaptado (BANDZEREWICZ; GADOMSKA-
GAJADHUR, 2022).

Estudos utilizando “scaffolds” da MEC mostram que as propriedades fisicas,
como o didmetro dos poros e fibras da matriz, a interagdo quimica, e a rigidez da
estrutura também afetam o destino celular (YAHALOM-RONEN et al, 2015). As
conexdes estruturais entre célula e matriz extracelular promovem integridade
mecanica e, por meio de mecanosensores, respostas bioquimicas séo efetuadas em
diferentes tipos e escalas de tempo (ESFAHANI et al, 2019).

A mecanotransducao explica o papel da MEC em diferentes tecidos e as
influéncias mecéanicas que esta possui sobre as células, dependendo do estimulo
durante o desenvolvimento, nos processos fisiolégicos ou patoldgicos,
proporcionando entendimento sobre como estas conectam e interagem entre si,
crescem e proliferam, e sua contribuicdo no microambiente tecidual (ESFAHANI et al,
2019).
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A matriz extracelular descelularizada, ou seja, proveniente do tecido acelular,
pode ser considerada um biomaterial ideal para a biomimetizacdo do tecido natural,
possuindo estrutura e biomecénica com as mesmas propriedades do érgao de origem.
Estas caracteristicas favorecem a producdo de biomateriais compativeis com a
capacidade de proporcionar a sinalizacdo quimica e fisica da MEC para as células,
sendo uma Otima estratégia para sua utilizacdo em medicina regenerativa e
engenharia tecidual (OHATA; OTT, 2020; GRASMAN et al, 2015; JONG et al, 2014).

2.2 A matriz extracelular e os processos de descelularizacéo

Um dos maiores avancos no tratamento de doencgas cronicas e de danos
irreversiveis em 0rgaos, e a Unica opc¢ao terapéutica em determinados casos, € 0
transplante de 6rgdos. Porém esta € uma demanda excessiva e dificiimente cumprida.
As falhas neste sistema fez com que se buscassem estratégias que possibilitem o
suprimento de 6rgdos compativeis, surgindo assim possiveis alternativas por meio da
engenharia tecidual e a medicina regenerativa (HAEUBLEIN et al, 2022).

A pesquisa em bioengenharia e medicina regenerativa busca fornecer opcoes
terapéuticas naqueles casos em que o transplante de 6rgdos nao € possivel ou o
processo é falho, em casos onde ha a faléncia de tecidos e 6rgdos. Um dos objetos
de pesquisa destas areas tem como abordagem a utilizacdo da matriz extracelular
(MEC) como técnica promissora para a criacdo de diferentes plataformas de cultivo
celular (Figura 2) (BALAKRISHNAN-NAIR et al, 2019).

Para a utilizacao apropriada da MEC em estudos de bioengenharia e medicina
regenerativa esta necessita passar por um processo de descelularizagdo, que
consiste na remoc¢ao do conteudo celular nativo e potenciais fatores quimicos das
células que afetem sua biocompatibilidade futuramente. Apos este processo, a MEC
ainda mantém suas caracteristicas estruturais, bioquimicas e biomecéanicas
(SOMUNCU, 2019).

O processo de descelularizacdo pode ser natural, quimico, enzimatico, fisico
ou uma combinacdo de métodos (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). Uma

compilacéo destes métodos e seus modos de acao € descrita na Tabela 2.
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Tabela 2: Visao geral dos métodos mais comuns utilizados para descelularizagcéo de tecidos (Continua)

Método

Modo de acéo

Efeitos na MEC

Fisicos

Congelamento
instantaneo

Formacéo de cristais de gelo intracelular e
ruptura da membrana celular.

A MEC pode ser rompida ou sofrer danos por acéo do rapido
congelamento.

Forca mecanica

Pressédo pode levar a erupc¢dao celular, e a
remocao tecidual elimina as células.

As forcas mecanicas aplicadas podem danificar a MEC.

Agitacdo mecanica

Pode causatr lise celular, mas é mais
comumente utilizada para facilitar a
exposicao aos reagentes quimicos e a
remocao de contelido celular.

Agitacdo muito agressiva ou sonicacado pode levar a ruptura da
MEC enguanto o conteldo celular é removido.

Quimicos

Alcalino; acido

Solubiliza os componentes
citoplasmaticos da célula e rompe acidos
nucléicos.

Remocao de GAGs

Detergentes ndo idnicos

Triton X-100

Rompe as interacdes lipidio-lipidicas e
lipidio-proteicas, enquanto mantém as
interacbes proteina-proteina intactas.

Remocao de GAGs.
Possui resultados mistos. Sua eficiéncia depende do tecido.

Detergentes idnicos

Dodecil sulfato de sodio
(SDS)

Solubiliza membranas citoplasmatica e
nuclear das células. Possui a tendéncia de
desnaturar as proteinas.

Remove proteinas celular e citoplasmaticas remanescentes.
Possui a tendéncia de romper a estrutura nativa dos tecidos,
remove GAGs e danifica o colageno.

Deoxicolato de Sédio
(SDQC)

Provoca maior rompimento tecidual em comparacéo ao SDS

Triton X-200

Promove remocéo celular eficiente quando utilizado com
detergentes zwitteribnicos
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Tabela 2: Visédo geral dos métodos mais comuns utilizados para descelularizacdo de tecidos (Adaptado de GILBERT; SELLARO;

BADYLAK, 2006). Concluséo.

Método Modo de acao

Efeitos na MEC

Detergentes zwitteridnicos

Possui ambas as propriedades de

CHAPS . i ey
detergentes n&o-ionicos e idnicos

Remocao celular eficiente com ruptura de MEC similar a do
Triton X-100

Sulfobetaina-10 e -16
(SB-10, SB-16)

Promove a remocéo celular e leve ruptura da MEC em
associacao com Triton X-200

Solvente organico que rompe as

Tri(n-butil)fosfato . ~ . .
interacdes proteina-proteina

Remocéo celular variavel.
Provoca perda de contetido de colageno, mas o efeito nas
propriedades mecanicas € minimo.

Soluc¢des hipo- e

. . Lise celular por choque osmético
hipertdnicas

Eficiente para a lise celular, mas néo é eficiente para remocéo de
conteudo celular remanescente

Agentes quelantes que se ligam a ions

Sem exposi¢ao isolada, tipicamente associado & métodos

EDTA, EGTA metdlicos divalentes, rompem as adesdes L o
enzimaticos, como tripsina.
celulares na MEC.
Enzimaticos
Triosina Cliva ligag6es peptidicas na posi¢éo C- A exposicdo prolongada leva ao rompimento da estrutura da
P terminal de Arginina e Lisina MEC. Remove laminina, fibronectina, elastina e GAGs.

Catalisa a hidrolise das ligacGes interiores

Endonucleases de cadeias de ribonucleotideos e Dificil remocéo do tecido e pode levar & uma resposta imune.

deoxirribonucleotideos.

Catalisa a hidrdlise das ligag6es terminais
de cadeias de ribonucleotideos e
deoxirribonucleotideos.

Exonucleases

Adaptado (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006).
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Figura 2: llustracdo esquematica dos diferentes tipos de abordagens para a criagao
de plataformas de cultivos e elaboracdo de biomateriais, tendéncias para aplicacéo
em bioengenharia e medicina regenerativa. Adaptado (PARK et al, 2022).

2.3 Bioengenharia pulmonar

Estudos em modelos experimentais de doencgas pulmonares in vivo e in vitro
tem proporcionado um melhor entendimento dos processos de doenca e dos
mecanismos de reparacao pulmonares (SHAH et al, 2017; DA FONSECA et al, 2017;
MOURONTE-ROIBAS et al, 2016; WILLIAMSON, SADOFSKY, HART, 2017;
SANTOS et al, 2014; NICHOLS et al, 2009; HANTOS et al, 2008). Entretanto, devido
a complexidade estrutural e funcional do pulméo, sdo necessarias novas abordagens
para melhor elucidar o comportamento celular na regeneracao tecidual nos modelos

de lesbes e doencas respiratérias.
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A bioengenharia pulmonar tem se baseado na utilizagdo da matriz extracelular
(MEC) natural do pulméao descelularizado como partida para a reconstrucéo do 6rgao
por recelularizacdo. Atualmente, o desenvolvimento de hidrogéis a fim de estudar as
interacdes entre a matriz extracelular (MEC) pulmonar e células-tronco tem sido a
opc¢ao mais viavel e efetiva para o estudo dos mecanismos teciduais (POULIOT et al,
2016). Além disto, a utilizacdo de uma MEC natural para recelularizacdo pulmonar
poderia sanar a escassez de doadores, reduzir as rejeicbes aos aloenxertos e

melhorar a taxa de sobrevivéncia de pacientes transplantados (URIARTE et al, 2018).

A matriz de 6rgdos descelularizados potencialmente mantém a arquitetura
tridimensional e a composic¢ao bioquimica, bem como a microvascularizagéo do tecido
original. Estas propriedades Unicas tornam o pulméao descelularizado muito promissor
para a fabricacdo bioartificial de pulmdes funcionais, uma vez que proporciona uma
melhor recriacdo do microambiente in vivo. A técnica de descelularizacdo ja foi
utilizada para a engenharia de uma diversidade de tecidos, incluindo ossos, esofago,
artérias, bexiga, traqueia e coracdo (PRICE et al, 2010; OTT et al, 2008; BADYLAK,
2002; GILBERT et al, 2006; BADYLAK et al, 2009; GILBERT et al, 2008;
MACCHIARINI et al, 2008).

Em comparacdo a outros orgdos, a estrutura do pulméo é particularmente
complexa, dificultando o processo de bioengenharia. Apesar dessa complexidade,
tem sido demonstrado que, com a utilizacdo de protocolos adequados, o pulmao pode
ser completamente descelularizado para obter uma estrutura acelular preservada
(BUSCH et al, 2021; GUYETTE et al, 2014; CORTIELLA et al, 2010).

A preservacao das redes vasculares intactas e outras arquiteturas essenciais
dos oOrgéos apds o processo de descelularizagdo prové uma base ideal para a
recelularizacdo (MELO et al, 2014). O pulméao descelularizado pode ser recelularizado
com células fetais pulmonares submetidas a ventilagéo simulada (PRICE et al, 2020)
ou ceélulas epiteliais e alveolares para obter um pulméo com funcionalidade das trocas
gasosas a curto prazo, apos a implantacéo in vivo (OTT et al, 2010; PETERSEN et
al, 2010). Embora todos esses trabalhos representem um marco no progresso da
bioengenharia pulmonar, qualquer aplicacdo futura poderia estar prejudicada pela
dificuldade em utilizar células diferenciadas, dada a sua limitada disponibilidade ou

capacidade de proliferacao.



24

Metodologias emergentes para o estudo dos modelos de les6es pulmonares
tém apresentado a utilizacdo de hidrogéis que mimetizam a MEC nativa e
demonstram sua interacdo com as células tronco mesenquimais. Estes hidrogéis
podem ser compostos derivados de materiais naturais e/ou sintéticos, sendo que 0s
naturais podem ser originarios de tecidos como coracgéo, epiderme, vesicula urinéria,
cartilagem articular, tecido nervoso e adiposo (SINGELYN et al, 2012; KWON et al,
2012; YOUNG et al, 2011; FREYTES et al, 2008; MEDBERRY et al, 2013).

A utilizacao de hidrogéis para a engenharia de tecidos tem avancado com sua
aplicacdo em conjunto ou ndo com células em biomateriais, utilizando a tecnologia de
bioimpressao 3D, principalmente para estudos na area de bioengenharia pulmonar
(HUANG et al, 2017). Com as técnicas convencionais de engenharia de tecidos,
apenas a propriedades mais grosseiras podem ser adquiridas, o que faz com que a
tecnologia de bioimpressdo seja uma opcdo mais viavel e eficiente, além de mais
precisa e econdmica (HUANG et al, 2017; JANA, LERMAN, 2015).

2.4 Hidrogéis e Bioimpressao tridimensional

Atualmente, bioimpressoras vem sendo aplicadas a medicina translacional e a
pesquisa basica, revolucionando a obtencédo de tecidos funcionais. Seu principal
potencial de utilizacdo € a fabricacdo de tecidos mais elaborados, o que permite o
estudo de mecanismos mais complexos de doenca e regeneracao tecidual (HUANG
et al, 2017; JANA, LERMAN, 2015).

Cultivos bidimensionais, apesar de possibilitarem o estudo de comportamentos
celulares complexos, ndo atendem a demanda por entendimento de padrdes
mecanicos e bioquimicos da funcionalidade dos tecidos. Quando utilizado um hidrogel
derivado da MEC, este proporciona a manutenc¢éo das proteinas, glicosaminoglicanas
e glicoproteinas para a criacdo do microambiente tecidual necessario para as células
guando o processo de recelularizagdo ocorra. Isto € importante pelo fato de que a
matriz extracelular que compde o hidrogel pode apresentar moléculas bioativas e
fatores de crescimentos especificas, relevantes para direcionar o comportamento
celular incluindo a migracgéo, proliferacéo, diferenciacdo, adeséao e sinalizacéo celular
(PARK et al, 2022).
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2.5 Bioengenharia cardiaca

A bioengenharia cardiaca é uma alternativa terapéutica potencial, mas a
pesquisa atual estd em fase preliminar e, portanto, sdo necessarios intensos esforgos
cientificos. Os estudos neste campo visam produzir construtos com propriedades
estruturais, fisiolégicas e funcionais semelhantes ao tecido cardiaco humano nativo.
Os modelos in vitro podem ser aplicados em modelos de doencas, testes de farmacos
e toxicologia, e na substituicdo ou regeneracdo de tecidos cardiacos danificados
(CHIEN et al, 2008).

A geracao de biomateriais cardiacos fisiologicamente semelhantes ao tecido
nativo é atualmente frustrada por dificuldades em alcancar uma maturacéo eficiente
no nivel celular e/ou tecidual devido a alta dependéncia entre a organizacao estrutural
do musculo cardiaco e sua funcdo (FLEISCHER et al, 2017). Porém, nos ultimos
anos, os metodos de engenharia de tecidos avangaram significativamente na geracao
de biomateriais cardiacos tridimensionais funcionais, com a utilizacdo de cultivos
celulares em larga escala para o desenvolvimento de um biomaterial otimizado
(BARBULESCU et al, 2022).

2.6 Células tronco pluripotentes induzidas (IPSC)

A utilizacdo de células tronco para pesquisa foi revolucionada a partir do estudo
de Takahashi e Yamanaka (2006). Até entdo, dois tipos de células tronco de fontes
animais e humanas eram utilizadas: células-tronco embrionarias e células tronco
somaticas ndo embrionarias/adultas, e acreditava-se que o processo de diferenciacéo
das células ndo era reversivel. Sua descoberta envolveu a indugéo de pluripoténcia
a partir de células somaticas murinas, utilizando um conjunto de quatro fatores de
transcricao (Oct3/4, Sox2, KLF4, c-MYC) (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006), obtendo
pela primeira vez células-tronco reprogramadas a partir de células adultas
especializadas. A denominacdo para as células obtidas foi: células-tronco
pluripotentes induzidas, por sua capacidade de indugcdo por meio dos fatores de
transcricdo de Takahashi, ou por sua sigla de denomina¢édo provindo do inglés

“‘induced pluripotent stem cells (IPSC)”.

A geracao de IPSC humanas se deu pela transducao de fibroblastos de derme

humana, pela utilizacdo de retrovirus com os fatores de Yamanaka (TAKAHASHI;
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YAMANAKA, 2006). Os fatores de transcricdo Oct3/4, Sox2, KLF4 e c-MYC séo
expressos em intensidade em células tronco embrionarias e regulam a rede de
sinalizacdo do desenvolvimento necessaria para a condicdo de pluripoténcia das

células.

Com a utilizagdo de IPSC muitas pesquisas focaram em sua caracterizacao
transcricional e epigenética em comparacdo com as ESC. Atualmente é aceito que
ESC e IPSC séo anélogas. A utilizagdo de IPSC é condicionada desde a escolha do
método de reprogramacao, considerando que o melhor método é aquele que néo
induza mutagene interna e formacéo de tumores, sendo favorecidos os métodos néo
integrativos. Sendo assim, uma boa opc¢éao é a utilizacdo do método de Sendai Virus
(SeV) (MIYAMOTO et al, 2018).

As IPSCs tém sido exploradas para a medicina regenerativa e engenharia
tecidual cardiaca por sua capacidade de criacdo de modelos de doencas in vitro e
sua capacidade em diferenciagcdo em cardiomiocitos para aplicagdes in vivo. As
IPSCs possuem potencial em desenvolver-se em qualquer tipo celular derivado das
trés camadas germinativas: endoderma, mesoderma e ectoderma. Todas as células-
tronco possuem trés caracteristicas pontuais, independentemente de sua fonte:
capacidade de proliferacdo e autorrenovacao; sdo células indiferenciadas; possuem
a capacidade de originar células diferenciadas. Em suma, possuem a capacidade de

serem induzidas a gerarem tecidos ou 6rgdo com fungdes especificas.
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CAPITULO 3: Otimizac&o da descelulariza¢do pulmonar e geracgéo de
hidrogéis para cultivos tridimensionais

3.1. INTRODUCAO

A matriz extracelular (MEC) pulmonar fornece suporte estrutural para as
células e o 6rgao, assim como regula fatores para sua organogénese, homeostase e
respostas frente a lesbes. No contexto da progresséo de doencgas, especialmente as
gue provocam danos irreversiveis ao 6rgdo, ocorre uma alteracdo da composicao

bioquimica e estrutural da MEC ao longo do tempo (ZHOU et al, 2019).

Estudos em modelos de doencas pulmonares in vivo e in vitro tém
proporcionado melhor compreensédo dos processos patolégicos e dos mecanismos
de reparo pulmonar. No entanto, devido a complexidade estrutural e funcional do
pulméo, novas abordagens sao necessarias para melhor elucidar o comportamento
celular na regeneracdo tecidual em modelos de lesdes e doengas respiratorias.
(HACKETT; OSEI, 2021).

O uso de células indiferenciadas para cultivo na MEC pode ser uma estratégia
mais pratica para a bioengenharia pulmonar. Isso possibilita a expansdo dessas
células e possui a vantagem de diferenciacdo em diferentes fendtipos. Essa
abordagem, no entanto, requer que essas células-tronco sejam diferenciadas em
fendtipos pulmonares, que sao especificos dependendo de sua localiza¢ao no 6rgéo
(NICHOLLS et al, 2022).

O potencial das células-tronco mesenquimais para seu uso com outros tipos
de células vem sendo explorado na bioengenharia pulmonar. Sua capacidade de
autorrenovacao, diferenciacdo e de interagdo com os scaffolds ocorre pela interagéo
de integrinas com diferentes proteinas da MEC (MOHGAN et al, 2022).

A utilizacéo de células-tronco mesenquimais (MSCs), extraidas do pulméo de
ratos Sprague-Dawley, combinadas com o substrato de MEC descelularizada
pulmonar suina pode servir como uma boa alternativa ao elaborar biomateriais

funcionais.



28

Dito isto, nesta etapa do trabalho, pulm&es suinos foram descelularizados para
obtencdo de substrato de MEC. Utilizando este substrato como base, foram
desenvolvidos cultivos tridimensionais em hidrogéis, utilizando diferentes

concentragdes de substrato da MEC descelularizada, e MSCs pulmonares.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1 Otimizag&o do processo de descelularizagdo do pulmé&o suino esquerdo para

obtencé&o de substrato de matriz extracelular pulmonar

Pulm@es suinos, provenientes do Biotério do Centro de Medicina Comparativa
e Bioimagem da Catalunha (CMCiB) e armazenados na Unidade de Biofisica e
Bioengenharia da Universidade de Barcelona (n=3), foram descelularizados a partir da
otimizacdo de um protocolo ja descrito (P1) (POULIOT et al, 2016). Este protocolo
otimizado (P2) consistiu na descelularizacdo do pulmao inteiro. Toda a perfusédo de
reagentes foi realizada utilizando uma bomba de perfusdo com um volume constante
recirculante de 3,4L/min, com a entrada de reagentes realizada pela artéria pulmonar

e a vazao dada pela traquéia.

O protocolo P1 foi realizado ap6s uma lavagem inicial de 4L com agua
deionizada adicionada de antibidtico (penicilina/estreptomicina 1%) por 1 hora,
armazenando o pulmdo submergido em uma nova solucédo limpa, em condicdo

refrigerada a 4° por 12 horas.

O protocolo teve inicio com o pulmé&o passando por uma lavagem com PBS 1x
(Thermo Fischer Scientific), utilizando bomba de perfuséo por um periodo de 3 horas,
por trés lavagens (trocando o reagente a cada hora) utilizando 4 L por lavagem, e
novamente perfundido com Triton X-100 0,1% (Sigma Aldrich), perfundindo 4 L a
serem recirculados por 3 horas, e incubados em 4L de solucéo limpa de Triton X-100
0,1% durante 24 horas a 4°. No dia seguinte realizou-se a perfusao de 4L recirculados
por 3 horas por dodecilsulfato de sodio (SDC) a 2% (Sigma Aldrich). O pulmé&o foi
entdo perfundido com 4L de cloreto de sédio (NaCl 1M - Sigma Aldrich) e incubado
durante 1h a 4°, seguido por perfusdo na mesma quantidade de DNAse (Sigma
Aldrich) por 1h. O pulméo inteiro foi seccionado em pequenos pedacos e, congelado

e armazenado a -80°.

Apos realizado o processo de descelularizacdo pulmonar, o pulméo esquerdo
suino foi dividido em trés regides: cranial (CR), medial (M) e caudal (CA), e
armazenado a -80. Cada regiao foi amostrada aleatoriamente para caracaterizacao

da eficiencia e homogeneidade do processo de descelularizagdo por histologia,
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utilizando as colora¢cdes de Hematoxilina & eosina, Picrosirius Red e Tricromo de
Massom, e também foram quantificados o DNA para determinacdo do DNA residual
na MEC descelularizada em cada regido, assim como a quantificacdo da
porcentagem de colageno por area descelularizada. Uma vez verificado que as trés
regibes nao apresentavam diferenca significativa, iniciou-se 0 processo de

preparacao de um hidrogel da matriz extracelular descelularizada.

As amostras de pulmao descelularizado pelo método otimizado (P2) foram
comparadas com outras amostras de pulméo descelularizadas pelo método ja

estabelecido previamente (P1) (POULIOT et al, 2016), sem alteracdes.

Os resultados foram demonstrados via comparacdo visual macroscopica,
guantificacdo da area homogénea e area de colageno por software de imagem
(imunocoloracédo para Picrosirius Red threshold) Imaged), e quantificacdo de DNA
utilizando Mini Kit PureLink® Genomic DNA (InvitrogenTM).

3.2.2 Avaliacéo do processo de descelularizacdo pulmonar

Foram realizadas analises histoldgicas para o pulméao nativo e descelularizado,
de modo a avaliar sua estrutura e o processo de descelularizacdo. As coloragcdes
utilizadas foram Hematoxilina & eosina, Picrosirius Red e Tricromo de Massom.
Foram quantificados o DNA para determinar o DNA residual na MEC descelularizada,
assim como quantificacdo de colageno para avaliar a perda de colageno apés o

processo de descelularizacéo.

A andlise de DNA foi feita em pulmbes nativos e apds o processo de
descelularizacéo, levando em conta as regides caudal, medial e cranial do pulmé&o
esquerdo. Trés fragmentos de cada uma das regibes foram analizados para
determinacdo do DNA gendmico total, usando o Mini Kit PureLink® Genomic DNA
DNA (InvitrogenTM), de acordo com as especificacdes do fabricante, e foi medido
usando espectrofotometria (NanoDrop 1000; Thermo Fischer Scientific) e

normalizado para amostrar o peso do tecido.
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3.2.3 Desenvolvimento de hidrogéis pulmonares derivados da matriz extracelular

Fragmentos descelularizados de pulmédo suino mantidos a -80° foram
liofilizados (TELSTAR, S.L. Cryodos-50) e moidos para obtencdo de po6 fino
homogéneo (6775 Freezer / Mill). O p6 de matriz extracelular pulmonar foi diferido a
uma propor¢do de 20 mg de MEC por 1ml de solugao de digestdo, durante 12h
(pepsina 10% p/p [Sigma Aldrich] e HCI 0,01 M [Sigma Aldrich]). Apds a digestao,
foram adicionados PBS 10x a 1/9 do volume (Thermo Fischer Scientific) e NaOH 0,1
M 1/10 do volume (Sigma Aldrich) para ajuste e estabilizacdo do pH. Foram feitas

aliquotas de 1mL para armazenagem a - 20° C.

Apés obtencdo do p6é como substrato de MEC descelularizada de pulmao

suino, foram formuladas duas condicdes para estudo:

(&) um hidrogel de alta concentragdo (AC) utilizando 20mg/mL de MEC da

solucéo pré-gel base;

(b) um hidrogel de baixa concentracéo (BC), diluido com PBS 1x até metade da

concentracéo anterior (10 mg/mL de MEC).

A solucao pre-gel ajustada ao pH 7,0 a 7,5 foi armazenada a 4°C por um
periodo ndo superior a sete dias. Para o processo de gelificacdo a solucéo é incubada
a 37° C, a um tempo estimado de 30’ para cada 50uL de solucéo pré-gel. Uma vez
gelificado, o gel pdde ser armazenado por um periodo de até 6 meses em PBS 1x a

4°C, sem sofrer influéncia da temperatura sobre suas propriedades fisicoquimicas.

3.2.4 Elaboracao de biomateriais derivados da matriz extracelular pulmonar para o

cultivo celular tridimensional

Células-tronco mesenquimais pulmonares (L-MSCs) foram isoladas de ratos
machos Sprague-Dawley de 350 gr. Os animais foram anestesiados com isoflurano,
e eutanasiados por exsanguinacao da aorta. O pulméo foi perfundido com 50 mL de
PBS 1X através do ventriculo direito para limpeza da vasculatura pulmonar, logo,
foram excisados e cortados em pequenos fragmentos antes de realizar a lise do
parénquima com solugédo de colagenase a 5 mg/mL (colagenase | [Thermo Fisher
Scientific] e 10% de HEPES em DMEM sem soro [Thermo Fisher Scientific]). A
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filtragem foi feita em malha de 250 um e a suspenséo foi centrifugada a 400G por 10

minutos para ressuspensao celular.

As L-MSCs foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium), suplementado com soro fetal bovino 10% e 1% de penicilina/estreptomicina,
e mantidas a 37° C emincubadora a 5% de COz. A troca de meio de cultivo foi realizada
a cada 2 dias até o momento da passagem em que as células atingiram confluéncia
de 85-90%, utilizando TrypLE (tripsina com EDTA; Thermo Fisher Scientific) com o

namero minimo de trés e maximo de seis passagens.

A fim de reduzir os efeitos das forcas de adeséo entre o cultivo tridimensional
e a placa de cultivo, o hidrogel foi solidificado em um andaime externo feito de

plurénico bioimpresso em forma cilindrica.

O plurdnico é um composto que permanece em estado liquido a baixas
temperaturas e pode ser diluido em outro liquido. Também é inofensivo para as
células e ndo interage com elas, tornando-o um andaime adequado para o hidrogel. O
hidrogel gelifica a 37 ° C, e o plurénico permanece sélido e preserva a forma do molde.
Apés adicdo de meio de cultivo frio o molde dissolveu, deixando o hidrogel flutuando

na placa de Petri.

As células foram cultivadas nos hidrogéis a uma densidade de 5x10%/ml e

mantidas por sete dias com meio DMEM.

Para avaliacdo do potencial regenerativo das células, os hidrogéis aos sete
dias de cultivo foram incubados em placa oscilatéria por 20 minutos em uma solucéo
de DMEM, HEPES 10% e colagenase para sua digestado e recuperacéo celular. As
células foram ressuspensas e cultivadas em uma placa de 12 pocos. Quando as
células atingiram confluéncia, foi feito o teste de ranhura para determinar o potencial
de regeneracdo celular. Como controle, foram utlizadas LMSCs previamente
cultivadas em placa de 12 pogos, em meio DMEM, por sete dias. O potencial
regenerativo das células foi avaliado no ponto 0 e as 24 horas pos ranhura. As
imagens foram obtidas em microscoépio de luz em campo branco, e analisadas com
software Imaged, utilizando a extensdo WoundHealing_2.0.ijm para estudar a

migracgao celular ao longo do tempo.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1 Descelularizacéo do pulméo suino esquerdo e obtencdo de substrato de matriz

extracelular pulmonar

O protocolo utilizado para a descelularizacdo pulmonar se mostrou efetivo, e
possibilitou uma reducdo na quantidade reagentes e tempo, consequentemente

diminuindo custos para todo o processo.

O processo (P1) que antes levava o minimo de 95 horas entre preparacao,
contato dos reagentes com o tecido e limpeza dos reagentes remanescentes. A
otimizacdo do protocolo (P2) foi diminuido para cerca de um terco do tempo, sendo
realizado em 36 horas, com também uma reducdo significativa na quantidade de
reagentes utilizados. Os reagentes, tempo e quantidade de reagentes em cada etada

do processo dos dois protocolos esta resumida na tabela (Tabela 3) abaixo.

Tabela 3: Protocolos de descelularizacdo pulmonar por perfusdo manual (P1) e
utilizando bomba automética (P2), elencando as etapas e reagentes utilizados, com
respectivos tempo e quantidade.

Protocolo P1 (POULIOT et al, 2016) P2 - otimizado/bomba de perfuséo
PBS1X 2,5L x 5 lavagens PBS1X 4L x 3lavagens
Triton X-100 2,5L + 4L Triton X-100 0,1% x 4L
agua deionizada x 2,5L x 3 lavagens Triton X-100 0,1% + 4L a 4°
SDC x 2,5L SDC 2% 4L
Reagentes NaCl 2,5L NaCl 4L
Dnase 2,5L Dnase 4L
agua deionizada 2,5L x3 lavagens PBS1X 4L

PBS1X 2,5L x 5 lavagens

Total 51,5 L em 95 horas 36L em 36 horas

Ficou evidente a remoc¢do das células pulmonares além da eliminacdo de
contetdo de DNA, manutencéo da estrutura tecidual (Figura 3) e possibilitou uma total
descelularizacéo do tecido pulmonar e de forma mais homogénea em comparacao

com o protocolo utilizado anteriormente, ja estabelecido na literatura.

Na comparacdo visual macroscopica das amostras de pulmédo
descelularizadas, ficam evidentes as areas em que o processo de descelularizacéao

nao foi eficiente.
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Areas vermelhas ou rosadas sdo visualizadas nas bordas das regiGes
amostradas, do pulmé&o descelularizado, para comparacdo entre protocolos Pl
(adaptado) e P2 (ja estabelecido): cranial (CR), medial (M) e caudal (CA). Na figura
podem-se observar estes pontos indicados com ponta de flecha (Figura 3).

Figura 3: Comparagdo dos métodos de descelularizagdo pulmonar, P1 (B: ao final do
processo) e P2 (C:ap6s 24 horas, e D: apds 36 horas). A figura mostra o pulmao nativo (A)
destacando as areas cranial (CR), medial (M) e caudal (CA).

A diminuicdo da area de colageno foi mais evidente no protocolo otimizado
(P2) em comparacdo ao protocolo P1. A porcentagem de area de colageno das
amostras controle foi 32,33% (+ 3.621 n=6), e demais protocolos foram P1 25.50% (+
2.335 N=6) e P2 21.38% (+ 1.187 n=6") (Figura 4).
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Figura 4: Quantificacdo da area de colageno (%). Comparacédo entre tecido nativo (controle),
protocolo de descelularizacdo por perfusdo manual da artéria pulmonar P1 (Pouliot et al,
2016) e protocolo otimizado de descelularizagdo por perfusdo automatizada da artéria
pulmonar P2.

O conteudo celular remanescente também foi eliminado satisfatoriamente
(conteado de DNA abaixo de 50ng/mg de tecido), determinando a efetividade do

processo de descelularizacao (Figura 52).

Ao analisar apenas as amostras descelularizadas pelo protocolo otimizado
neste estudo, utilizando bomba de perfusédo (3,4 L/minuto) para recirculacdo, as
proteinas de interesse da matriz extracelular, como colageno (Figura 5B), foram
mantidas evidenciado pela quantificacdo do percentual de perda de area por meio de

analise por Picrosirius e utilizagdo do software ImageJ.
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Figura 5: Quantificagcdo do pulmao nativo e descelularizado referente a: (a) DNA,
amostras controle e tecido descelularizado, abaixo do valor de referéncia de 50ng/mg
e (b) porcentagem de colageno por area, amostras controle e descelularizadas.

Seccdes histoldgicas coradas para hematoxilina e eosina, Picrosirius Red e
Tricromo de Masson demonstraram a homogeneidade do processo de

descelularizacdom a eliminacdo de conteudo celular e indicacdo de manutencao das

proteinas da MEC (Figura 6).
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Figura 6: Histologia, amostras pulmonares controle e descelularizado. Coloragbes
Hematoxilia e Eosina (H&E), Picrosirius Red e Tricromo de Masson. 20x.
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3.3.2 Desenvolvimento de hidrogéis pulmonares derivados da matriz extracelular

Os hidrogéis produzidos a partir da matriz extracelular pulmonar foram
analisados para avaliar a viabilidade celular e sua capacidade em manterem-se

estaveis ao longo do tempo.

A analise com o microscopio invertido foi realizada depois de 7 dias e
comparando células cultivadas em placa de cultivo de 60mm e no hidrogel. A
viabilidade das células-tronco mesenquimais pulmonares em cultivo tridimensional no

hidrogel por Live/Dead esté ilustrado na seguinte figura (Figura 7).

Figura 7. Sobrevivéncia celular (células vivas coradas em verde) de células tronco
mesenquimais de pulmao em cultivo em placa (A) e ap6s uma semana de cultivo em hidrogel

(B).

A distribuicéo das células através do hidrogel foi analisada para se o cultivo foi

homogéneo tridimensionalmente em hidrogel (Figura 8).

Foi possivel visualizar a distribuicdo homogénea ao longo de todo o volume do
hidrogel. As células estavam amplamente localizadas em toda a estrutura e em todo
o0 seu eixo. O volume total do hidrogel foi reduzido para cerca de ~600 um, devido a
perda da sua parte aquosa, aliado ou ndo a interacdo das células, levando ao

encolhimento. Apesar disto, a distribuicéo e viabilidade celular ndo foram alteradas.
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Figura 8. Distribuicéo tridimensional celular de células tronco mesenquimais pulmonares no
hidrogel de MEC pulmonar descelularizada.

Para analise da sobrevivéncia celular, foi observada a deformacéo do hidrogel

em placa de cultivo, que causou uma diminuicéo na altura total da estrutura.

O valor inicial da altura do hidrogel foi de 1,5 mm, mas ap0s analisar o mesmo

com 0 microscopio, o valor do mesmo diminuiu para + 600 pum.

Foram cultivadas 720.000 células/ml nos hidrogéis de alta concentracéo (AC) de
MEC/mL e baixa concentragéo (BC), ambas as condi¢des foram repetidas por 1,5 e
3 mm. Apos uma semana de incubacdo, fotos dos discos flutuantes foram tiradas da

vista superior e sua area de superficie medida com o programa ImageJ (Figura 9).
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Figura 9: Hidrogeis de MEC descelularizada suina em teste de contracdo. (A) Hidrogel de alta
concentragao (“AC”) de substrato de MEC descelularizada e (B) Hidrogel de baixa concentragéo
de substrato de MEC descelularizada (BC). Ambos hidrogéis apés 7 dias. Diametros dos
hidrogéis: (A)1,5 mm a esquerda, 3 mm a direita, (B) 1,5 mm a esquerda e 3 mm a direita.

A contracdo no hidrogel a baixa concentragdo foi mais perceptivel do que no
hidrogel de alta concentracédo de matriz extracelular. A rea original era de 188,7 mm?
para todos os géis. O percentual de contracédo, mostrado na Tabela 3, dos hidrogéis
mais concentrados ndo atingiram 20% ap6s 7 dias, enquanto os de baixa

concentracgdo tiveram uma reducéo de cerca de 75%.
Tabela 4: Valores da contracao dos hidrogéis apos 7 dias de cultivo.

Area final (mm?2) Contrac&o do hidrogel (%)

Hidrogel AC: 3mm 163 13
Hidrogel AC: 1.5mm 156 17
Hidrogel BC: 3mm 48 74
Hidrogel BC: 1.5mm 35 81

A confirmacgdo da manutencdo de potencial regenerativo das células tronco
mesenquimais pulmonares cultivadas em hidrogel da MEC descelularizada pulmonar,

e recuperadas apds digestao deste, foi dada pelo teste de ranhura em placa de cultivo
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celular. A area inicial foi de 52% po6s ranhura, passando por uma recuperacao desta

area a uma parcela de 29% (Figura 10). Apdés 24 horas a ranhura estava
completamente regenerada (Figura 11)
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Figura 10: Teste de ranhura em placa de cultivo celular demonstrando o potencial
regenerativo de células tronco mesenquimais pulmonares controle e pds-recuperagéo de
cultivo em hidrogel de MEC descelularizada pulmonar aos tempos 0 e ap6s 12 horas.
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Figura 11: Teste de ranhura em placa de cultivo demonstrando o potencial regenerativo de
células tronco mesenquimais pulmonares pos-recuperagdo de cultivo em hidrogel de MEC
descelularizada pulmonar aos tempos 0 (direita) e apds 24 horas (esquerda).
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3.4. DISCUSSAO

Nesta etapa de utilizacdo da matriz extracelular pulmonar suina para elaboracéo
de substratos para aplicacdo em cultivos tridimensionais, foram desenvolvidos
hidrogéis para o cultivo tridimensional de células-tronco mesenquimais. A escolha
da MEC nativa descelularizada se da pela sua capacidade de mimetizar as
caracteristicas do tecido desejado podendo ser aplicada a diferentes plataformas de

cultivo: bi-, tridimensional, estatico ou dinamico (NICHOLLS et al, 2022).

A matriz extracelular possui um grande papel no microambiente tecidual, de
modo que influencia o comportamento celular. Respostas desencadeadas por seus
estimulos fisicos e quimicos se relacionam diretamente com 0S processos
fundamentais fisiolégicos dos tecidos, mas também tem papel extremamente
importante nos processos de doenca, tanto naqueles casos de doencas crbnicas
respiratérias (HACKETT,; OSEI, 2021; CHANDA et al, 2019; RICHELDI; COLLARD;
JONES, 2017)

Biomateriais desenvolvidos com base na matriz extracelular descelularizada
comecaram a ser estudados na ultima década e triplicaram em tipo ao longo deste
periodo, comprovando seu potencial. Porém suas limitacdes existem até que sua
aplicacao seja tecido-especifica e seu potencial regenerativo totalmente aproveitado
(BROWN et al, 2022).

Verificamos nos resultados apresentados que foi possivel realizar o processo
de descelularizagcdo de maneira efetiva fazendo uso de um protocolo otimizado. O
processo de descelularizacdo de orgaos e tecidos € uma técnica que apresenta
vasto potencial para possibilitar a utilizacdo da matriz extracelular descelularizada
para fornecer substratos visando diversas aplicacoes. Isto devido as caracteristicas
e vantagens que a MEC proporciona, fisicas e quimicas, a nivel molecular ou
tridimensional, condicionando ou interagindo com o conteddo celular
(KYRIAKOPOULOU et al, 2022).

O protocolo P1 (POULIOT et al, 2016) apresentou, ao final de 72 horas de
descelularizacdo areas em que a limpeza de material celular ndo foi efetiva (B). A

otimizac&o do protocolo por perfusao da artéria pulmonar (C e D) demonstrou ser
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um processo mais homogéneo e adequado, apos 12 (C) e 36 horas (D) com uma

limpeza total do tecido pulmonar.

Os resultados poOs processo de descelularizacdo das matrizes pulmonares
apresentados neste trabalho vdo ao encontro ao proposto na literatura para a
eficiente remocao de material que cause a ndo compatibilidade do biomaterial
(CRAPO et al, 2011).

Materiais celulares residuais estdo diretamente ligados a incompatibilidade de
biomateriais elaborados a partir da MEC, assim o desejavel é a eliminacdo ao
maximo dos mesmos. Nos presentes resultados foi possivel uma eliminacao a niveis
abaixo de 50ng de DNA/mg de tecido na MEC descelularizada pulmonar e nao foi

possivel visualizar conteddo nuclear a imunocoloracdo por DAPI ou por

hematoxilina-eosina.

O protocolo de descelularizacdo de pulmdo utilizado neste estudo ja era
estabelecido (POULIOT et al, 2016), no entanto algumas falhas foram identificadas
como a descelularizacdo ndo homogénea e que nao atingia a totalidade do 6rgéo, a
realizacdo de perfusdo manual com alta variagdo entre pessoal realizador do
processo de descelularizacdo, e a alta demanda por reagentes uma vez que o

protocolo era demasiado longo (95 horas) e muito dispendioso economicamente.

Otimizamos este protocolo de modo que a quantidade de reagente utilizada foi
diminuida, o periodo de descelularizacdo passou de 95 a 36 horas, e o resultado
final proporcionou uma descelularizacdo muito mais homogénea do 6rgao e a total
remocdo aparente e comprovada nas analises histolégicas e de DNA sob
amostragem, corroborando também com os requisitos para uma descelularizacéao
efetiva (CRAPO et al, 2011).

O colageno é a proteina mais abundante na MEC, e também desempenha um
dos mais importantes papéis em sua estrutura, pois é o que proporciona, em especial,
sua estabilidade e forma (HUANG et al, 2022). Tendo isto em vista, métodos de
descelularizacdo empregados em bioengenharia ou medicina regenerativa 0os quais
consistam na elaborag&o de biomateriais, sempre objetivam a menor degradacéo ou

alteracdo do contetdo de colageno da MEC. Apesar dos resultados obtidos aqui
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demonstrarem diminuicdo no conteudo de colageno na MEC ap0s descelularizacao

pulmonar esta foi ligeira e sem significancia ao comparado com o tecido nativo.

Ao quantificar a percentagem de areas de colageno para comparagado entre
protocolos, a diminuicdo na area de colageno foi mais evidente no protocolo otimizado
(P2), porém néo foi evidenciada diferenca significativa se comparado ao protocolo
(P1) (POULIOT et al, 2016).

A quantificacdo de area de colageno teve diferenca significativa entre o tecido
nativo, controle (32,33%, + 3.621 n=6), e demais protocolos (P1 "25.50 + 2.335 N=6"
e P2 "21.38 £ 1.187 n=6"). A importancia em manter o colageno preservado apos o
processo de descelularizacao se da por sua capacidade de manutencao da estrutura
tridimensional. Uma vez utilizado em hidrogéis, a MEC descelularizada, rica em
colageno, sera responsavel também pela sustentacao para o leito de cultivo celular.
Além disto, o colageno também proporciona vantagens referentes a
biocompatibilidade do biomaterial, baixa imunogenicidade, aumento da &rea porosa
em hidrogéis e biodegradabilidade (AMIRRAH et al, 2022).

A capacidade de remodelamento da MEC no tecido fisiologicamente normal, ou
nos processos de doenca, também esta ligado a quantidade de colageno, além de
outras proteinas. Isto faz com que a MEC promova juntamente a sua interagcdo com
as células a regulacdo de suas func¢des, como visto neste trabalho, por meio da
proliferacao e viabilidade celulares (BONNANS; CHOU; WERB, 2014).

A utilizacdo da MEC descelularizada pulmonar funcionou como substrato para
a confeccéo de pré-geis e posterior elaboracao de hidrogéis para o cultivo de células-
tronco mesenquimais. A possibilidade de alterar a concentracdo da matriz
extracelular presente no pré-gel a partir da diluicdo do substrato em p6 de matriz
extracelular descelularizada suina faz com que esta seja uma opc¢éo na regulacao
da rigidez do hidrogel e, em consequéncia, do biomaterial tridimensional, o qual tera

importante influéncia sobre as células cultivadas (MENEZES et al, 2022).

A rigidez do hidrogel, influenciado pela quantidade de proteinas da MEC
descelularizadas presentes em sua estrutura influenciam a dindmica celular ao longo
do tempo, mesmo em condi¢cdes estaticas (PARK et al, 2022). Os hidrogéis

produzidos a partir da matriz extracelular pulmonar foram analisados para avaliar a
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viabilidade celular e sua capacidade em manterem-se estaveis ao longo do tempo.
A andlise da altura 6tima do hidrogel para analise Optica foi realizada para células
tronco mesenquimais de pulméo em trés alturas: 0,5, 1,5 e 3 mm. Posteriormente,
as células foram marcadas com calceina e homodimero de etidio para avaliacdo da
viabilidade celular. A analise com o microscopio invertido foi realizada depois de 7
dias e comparando células cultivadas em placa de cultivo de 60mm e no hidrogel.
Também, as L-MSCs cultivadas nos hidrogéis migraram da superficie do biomaterial,
infiltrando-se homogeneamente no seu interior, além de proliferarem e se manterem

viaveis apos 7 e 14 dias.

Aqui, foram testadas duas concentracdes para a elaboracéo dos hidrogéis para
cultivo celular tridimensional: alta concentracdo de MEC descelularizada, utilizando
20mg de substrato de MEC por mL de solucédo pré-gel, e outro a baixa concentracao,
sendo utilizada metade da concentracdo, 10 mg de substrato de MEC por mL de
solucéo pré-gel. Por¢cdes mais concentradas de MEC na elaboragdo de biomateriais
sdo um indicativo da presenca de mais fibras, coldgenas por exemplo, na sua
constituicdo. Isto, juntamente com a interacdo das proteinas mantidas da MEC
descelularizada e a interacdo com as ceélulas alteram a rigidez do biomaterial e

determinam suas caracteristicas biofisicas (COSTA et al, 2017).

Poder determinar a concentracdo da MEC em biomateriais, alterar sua rigidez
e o tipo de células para o cultivo tridimensional, sendo este estatico ou dinamico,
possibilitam a criacdo de diferentes modelos de doenca pela mimetizacdo do
microambiente tecidual em diferentes condi¢cdes (BEJLERI; DAVIS, 2019). A
utilizacdo da matriz extracelular para cultivos com células tronco também faz

possivel explorar os sinais biofisicos e biomoleculares da MEC descelularizada.

Por meio da aplicacdo da MEC descelularizada pulmonar em biomateriais €
possivel utilizar suas caracteristicas com o papel fundamental para guiar linhagens
celulares orgao-especificas para sua diferenciacdo e proliferacdo (BUSCH et
al,2021). Assim sendo, uma boa alternativa para modelar os biomateriais para
diferentes modelos pulmonares in vitro e in vivo de organogénese, desenvolvimento
e do processo de diferentes doencas, incluindo as doencas crénicas pulmonares
(CORTIELLA et al, 2010).
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3.5. CONCLUSAO

Na primeira etapa deste trabalho, pulmdes suinos foram descelularizados para
obtencao de substrato para constituicao de biomateriais para cultivo tridimensional de

células tronco mesenquimais.

Foi possivel a obtencdo de um substrato em p6 de matriz extracelular
descelularizada pulmonar que permitiu o desenvolvimento de hidrogéis que se
adequaram a diferentes concentracdes deste substrato de MEC descelularizada.
Hidrogéis com maior concentracdo de matriz extracelular possuem maior contetdo

preotéico e possuem maior tensdo de tragdo com o cultivo celular de L-MSCs.

Os hidrogéis pulmonares derivados da MEC suina descelularizada permitiram
o cultivo celular tridimensional de células-tronco mesenquimais. O biomaterial final
possibilitou a migracao e proliferacdo celular apés 7 e 14 dias, mantendo também sua

viabilidade e o potencial regenerativo das células-tronco mesenquimais pulmonares.
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CAPITULO 4: Utilizagdo da matriz extracelular descelularizada
cardiaca na geracao de cultivos bidimensionais e biomateriais
tridimensionais

4.1. INTRODUCAO

Existe uma clara necessidade do desenvolvimento de alternativas para o
estudo da regeneracédo e/ou reparacao cardiaca utilizando biomateriais. Desenvolver
novos meétodos para o estudo da fisiopatologia cardiaca in vitro, de modo que, com a
disponibilidade de tecidos cardiacos analogos com as mesmas propriedades do
tecido in vivo, possibilitaria, por meio da criacdo de modelos de cardiopatia, 0
desenvolvimento de terapias para sua prevencao ou cura e aplicagcbes em medicina
regenerativa. A bioengenharia cardiaca torna essa possibilidade possivel por meio da
utilizacdo da matriz extracelular cardiaca descelularizada (GOLDFRACHT et al,
2019).

Os estudos nesta éarea visam produzir construtos com propriedades
estruturais, fisiolégicas e funcionais semelhantes ao tecido cardiaco nativo. Os
modelos in vitro podem ser aplicados a estudos de doencgas, testes de drogas e
toxicologia, e para substituir ou regenerar tecidos danificados. A utilizagcdo da MEC
descelularizada é uma alternativa atrativa pois ndo esta limitada por fatores como
incompatibilidade, dificuldade em alcancar sua composicao proteica ou em mimetizar
o tecido nativo (WHITEHEAD et al, 2022).

Fatores como a dificuldade em atingir a maturacédo adequada a nivel celular e
a alta dependéncia da organizacéao estrutural do tecido cardiaco tornam a elaboracao
de abordagens em bioengenharia cardiaca muitas vezes frustrada. Porém, a
utilizacdo da MEC descelularizada aliada a cultivos tridimensionais de células
altamente especificas pode gerar biomateriais que mimetizam o tecido cardiaco, ndo
sé estruturalmente, mas também de forma funcional permitindo a conducédo do

estimulo elétrico ao longo do biomaterial (CHEN et al, 2022).

Um avanco promissor na bioengenharia cardiaca € a utilizacdo de células-
tronco pluripotentes induzidas para aplicacdes em medicina regenerativa cardiaca.

Essas células tém a capacidade de diferenciarem-se em cardiomiocitos que podem
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ser cultivados em construtos tridimensionais, visando a criagdo de modelos de
doencas cardiacas e o estudo da sua interagdo com a matriz extracelular cardiaca
saudavel ou doente, em todos os estagios de desenvolvimento do organismo humano
ou animal (FREYTES et al, 2014).

Por meio da utilizacdo de células tronco pluripotentes induzidas para posterior
diferenciacdo em cardiomiocitos, esta etapa de pesquisa buscou elaborar cultivos bi
e tridimensionais que explorassem a capacidade de substratos de matriz extracelular
cardiaca descelularizada em proporcionar um ambiente de diferenciagéo, proliferacao
e maturacédo celular, gerando biomateriais funcionais para uma aplicacao futura em

medicina regenerativa cardiaca.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1 Descelularizacdo do miocardio e obtencdo de substrato de matriz extracelular

cardiaca

Coracdes suinos, provenientes de abatedouro local e armazenados na
Unidade de Biofisica e Bioengenharia da Universidade de Barcelona (n=3), passaram
por um processo de congelamento e descongelamento, para entdo terem seu
ventriculo esquerdo isolado para dissecacao do miocéardio e sua descelularizacao em
pequenos fragmentos (BECKER et al, 2017; PATI; CHO, 2017).

Os fragmentos de miocardio obtidos foram lavados em solucdo de
penicilina/estreptomicina 1% por 12h em agitacéo, e postos em duas solugcdes de
detergente para descelularizacdo distintas: (a) SDS1%; (b) SDC2%. Ambos os
processos com o detergente levaram 72 horas, seguido por 3 lavagens com agua
deionizada por 5 minutos, Triton X-100 0,1% por 1 hora, e 3 lavagens finais com PBS
1x por 15 minutos cada. Os fragmentos descelularizados passaram por etapa de
esterilizacdo utilizando acido peracético em etanol a 4% e foram congelados para

armazenamento a -80°C.

Os fragmentos de MEC cardiaca foram liofilizados (TELSTAR, S.L. Cryodos-
50) e reduzidos para obtencéo de um pd grosso com pequenos fragmentos, de modo
a manter mais bem preservadas as proteinas da MEC. O p6 de matriz extracelular
descelularizada cardiaca foi digerido a diferentes concentracdes de MEC: 10 mg/mL;
15mg/mL; 20mg/mL e, 30mg/mL. A digestéao foi feita de 24 a 48horas a 27°C (pepsina
10% p/p [Sigma Aldrich] e HCI 0,01 M [Sigma Aldrich]. Ap6s a digestdo, foram
adicionados PBS 10x a 1/9 do volume (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
EUA) e NaOH 0,1 M 1/10 do volume (Sigma Aldrich) para ajuste e estabilizagdo do

pH. Foram feitas aliquotas de 1mL para armazenagem a - 20° C.

O hidrogel para cultivo tridimensional foi obtido por meio do processo de
gelificacdo por regulacdo do pH da solucdo pré-gel de matriz extracelular
descelularizada e posterior acdo térmica, com a manutencdo dos pré-géis em
incubadora a 37°C por no minimo 60 minutos, e avaliando-se a posterior estabilidade
de consisténcia do hidrogel em tempos superiores com armazenagem em incubadora
a 37°C.
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4.2.2 Cultivo celular de células tronco pluripotentes induzidas humanas e

diferenciacdo em cardiomiocitos

Células tronco pluripotentes induzidas humanas (hIPSC), derivadas de
gueratinécitos humanos, geradas, armazenadas e aprovadas para uso pelo Centro
de Medicina Regenerativa de Barcelona (IDIBELL, Espanha), foram cultivadas em
placas de cultivo revestidas com Matrigel® (10 cm de diametro, Corning) com meio
de cultivo mTeSR1 (Stem Cell Technologies), com trocas de meio diarias, com
excecao do primeiro dia pds passagem celular. As passagens celulares foram feitas
a 1:6 e 1:10 com EDTA 0,5mM (Invitrogen). As células adicionadas de EDTA 0,5mM
foram incubadas por 2min a 37°C e os agregados celulares semeados em placas

revestidas com Matrigel® e mantidas em cultivo para passagens subsequentes.

As IPSC foram diferenciadas em cardiomiécitos em cultivo de monocamada
com moduladores de sinalizagcdo Wnt candnico (LIAN et al, 2013) em cultivos em
placas revestidas com revestimento comercial, Matrigel®, ou com o pré-gel derivado
do substrato de matriz extracelular descelularizada cardiaca. Ambos os cultivos foram

mantidos nas mesmas condi¢cdes e passaram pelos mesmos processos.

Células IPSC foram mantidas no cultivo revestido com Matrigel® ou MEC
descelularizada em meio mTeSR™1 e dissociadas em células isoladas utilizando
Accutase (Labclinics). Para a dissociacéo das células com Accutase os cultivos foram
levados a incubadora com esta solucéo, a 37°C por 8 minutos. Uma vez dissociadas
as IPSC foram cultivadas novamente em placas de 12 pocos, contendo as duas
opcdes de revestimento a uma densidade de 1,5 x 10° células por pocgos, e
suplementadas com 10uM de inibidor ROCK (Sigma-Aldrich, Espanha). O meio de
cultivo mTeSR1 passava por trocas diarias, durante 3 dias e ao atingir confluéncia, o
cultivo foi suplementado com 10uM de inibidor GSK3 (Stemgent, USA) e 0 meio
utilizado passou a ser RPMI (Invitrogen, Espanha). Este meio também passou por
suplementacédo com B27 (Life Technologies, ThermoFischer Scientific), sem adic&o
de insulina, 1% Glutamax (Gibco, Thermo Fischer Scientific), antibi6tico
penicilina/estreptomicina 0,5%, aminoacidos ndo-essenciais 1% (Lonza) e 0,1mM 2-

mercaptoetanol (Gibco, Thermo Fischer Scientific). Este meio RPMI suplementado
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permaneceu no cultivo por 24 horas. ApOs este periodo foi realizada uma troca de
meio e adicionado novamente o meio RPMI nas mesmas condi¢cdes e mantido por
dois dias. No terceiro dia de diferenciagéo, foi utilizadas a suplementagcao com 5uM
de inibitor do Wnt IWP4 (Stemgent) no meio RPMI sem adi¢do de insulina. Este meio

foi substituido apds dois dias.

A partir do quinto dia de diferenciagéo, o cultivo celular foi mantido com meio
RPMI suplementado com B27, L-glutamina 1%, penicilina/estreptomicina 0,5%,
aminoacidos nao essenciais 1% e 0,1mM 2-mercaptoetanol. As trocas de meio foram

realizadas a cada dois dias.

Entre o oitavo e décimo segundo dia, cardiomidcitos contrateis foram
presentes. Agregados de cardiomiocitos que apresentaram batimentos espontaneos
foram desagregados por volta do 20° dia de cultivo e do 35° dia e incubados com
tripsina-EDTA 0,25%, por 5-8min a 37°C para caracteriza¢ao e cutivos tridimensionais

e em suspensao.

Apoés estabelecimento e manutencdo dos cultivos 2D de células tronco
pluripotentes humanas e da sua diferenciagdo em cardiomiécitos, ambos tipos

celulares foram transferidos para o cultivo em suspenséao dinamica.

As IPSC foram passadas para o cultivo em suspensao em densidade de 1 x
106 células para cada 100 mL na presenca de inibidor ROCK 10uM Y-27632
(Stemgent) para manutencédo. Este cultivo foi realizado utilizando placa de agitacao
orbital (Celltron) em incubadora a 37°C, e as células mantidas placas de cultivo de 6

pocos de baixa aderéncia, a rotagao de 85 rotagcées por minuto (rpm).

O protocolo de passagem de cardiomiécitos foi padronizado para definir a
densidades adequada de células/100mL que permitiram a manutencdo de um cultivo

em suspensao viavel.

A manutencdo dos cultivos se deu pela passagem das ceélulas, realizada
transferindo-se os agregados celulares para tubos conicos de 15 mL seguido de
centrifugacéo a 800x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado para adi¢céo de
Accutase para incubacdo a 37°C, em 5% CO2 até que se observasse dissociacdo

dos agregados de células (checagem a cada 3 minutos, a partir dos 7 min).
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A manutencdo do cultivo celular teve continuidade e as células foram
contabilizadas para posterior avaliagdo de producdo em larga escala de

cardiomiécitos em biorreator de perfuséo.

Uma ilustracdo esquematica do processo de diferenciacdo de células tronco
pluripotentes induzidas em cardiomiocitos derivados de IPSC é apresentada na

Figura 12.
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Figura 12: llustracdo esquematica do processo de diferenciacdo de células tronco
pluripotentes induzidas em cardiomiocitos derivados de IPSC, apresentando os tipos
celulares presentes ao longo do processo até que se obtenham cardiomiécitos
maduros.

4.2.3 Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada por meio da contagem de células, nUmero total
e de células vidveis em cultivo estatico e em suspenséo (Live/Dead Kit, Thermofisher).
Foram utilizados Trypan Blue (Bio-Rad) e um contador de células automatico (Bio-
Rad) para amostragem com objetivo da estimativa da contagem de células viaveis

entre as passagens de cultivos.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1 Descelularizacdo do miocardio

O processo de descelularizacdo do tecido cardiaco resultou em fragmentos
descelularizados de maneira homogénea (Figura 13), de aspecto limpo e sem
evidéncia de conteddo celular remanescente, como também demonstrado em

coloragéo de Hematoxilina e Eosina e imunocoloragédo DAPI (Figura 14).

Figura 13: Imagem de um fragmento de miocardio de 1lcm? apds processo de
descelularizacdo, demonstrando a limpeza de conteddo celular de forma homogénea e
caracterizado pela aparéncia transltcida da MEC descelularizada.

Figura 14: Imagem de microscopia Optica e confocal. (A) Histologia com coloragdo para
Hematoxilina & eosina; (B) Imunohistoquimica com marcagdo para DAPI; (C)
Imunohistoquimica com marcacao para DAPI, fibronectina e colageno | e 1ll. 20x
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A estrutura do tecido e sua composi¢cao proteica foram mantidos, com a
utilizacdo de ambos os detergentes, SDS 1% e SDC2% (Figura 15).

A elimanacédo de conteudo celular também foi comprovada pela quantificacéo
de DNA no tecido apds o processo de descelularizacdo, mostrando-se eficiente e

abaixo dos niveis preconizados de 50 ng de DNA por mg de tecido (Figura 16A).

Apesar da utilizacdo de detergente SDS reduzir a quantidade de colageno na
matriz extracelular do tecido descelularizado, esta reducéo néo foi significativa (Figura
16B).

Nativo decelularizado

Picrosirius Red| | Hematoxilina/eosin

Tricromo de

Figura 15: Colorag¢fes de Hematoxilina e Eosina, Picrosirius Red e Tricromo de Masson, para
os tecidos cardiacos nativos e descelularizado, utilizando protocolos SDS e SDC. Imagem de
microscopia Optica, 40x.
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Figura 16: Quantificacdo do tecido cardiaco nativo e descelularizado referente a: (A) DNA,
abaixo do valor de referéncia de 50ng/mg (Crapo et al, 2011), e (B) porcentagem de colageno
por area.

As proteinas de interesse da matriz extracelular, colagenos I e lll, fibronectina,
e laminina se mantiveram preservadas, como mostrado na analise imuno-

histoquimica (Figura 17).

Colageno Il

tecido cardiaco nativo

MEC cardiaca decel.

DAPI cTnT laminina fibronectina Colageno |

Figura 17: Imagem de microscopia confocal. Imunohistoquimica do tecido cardiaco nativo e
descelularizado. Marcagdes para DAPI, cTnT, laminina, fibronectina, coldgeno | e IIl. 20x.
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4.3.2 Substrato de matriz extracelular cardiaca e cultivo 2D e 3D de IPSC e
cardiomiocitos

Ap6s a formulacdo de um pré-gel de matriz extracelular cardiaca
descelularizada foram elaborados um substrato para o revestimento de placas de
cultivo e outro para formulacdo de um construto com e sem adigdo de células

(fibroblastos e IPSC derivadas de cardiomidcitos) tridimensional.

As placas de cultivo celular foram revestidas com o pré-gel elaborado a partir
do p6 de matriz extracelular descelularizada cardiaca, apds digestao o a diferentes
concentragbes de MEC: 10 mg/mL; 15mg/mL; 20mg/mL e, 30mg/mL.

Apbs 48horas de digestdo da MEC descelularizada a 37°C utilizando pepsina
10% p/p [Sigma Aldrich, Missouri, EUA] e HCI 0,01 M [Sigma Aldrich, Missouri, EUA],
foram adicionados PBS 10x a 1/9 do volume e NaOH 0,1 M 1/10 do volume de modo
gue foi possivel ajustar o pH da solucdo nas quatro diferentes concentracbes de

maneira estavel (Figura 18).

Figura 18: Processo de confeccdo de substrato de matriz extracelular cardiaca
descelularizada para formacgéo de um pré-gel para gelificacédo e formagéo de um hidrogel ou
para o revestimento de placas de cultivo 2D. O fluxo do processo se deu pela fragmentacéo
de miocérdio suino esquerdo (A e B), descelularizacdo (C) e liofilizacdo, obtencdo do gel e
gelificacdo para obtencéo do construto para cultivo 3D (D) e/ou para obtencdo do gel para
revestimento de placas de cultivo 2D (E).
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Células IPSC foram efetivamente diferenciadas em cardiomiocitos derivados
de IPSC utilizando a diferenciacdo por modulacdo do Wnt (LIAN et al, 2012). As
células progenitoras cardiacas foram observadas em média ao redor dos dias 5 e 8
de cultivo, e a fungéo contratil celular observada em total evidéncia entre os dias 8 e
12 (Figura 19).
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Figura 19: Esquema representativo dos tempos e diferentes etapas do processo de
diferenciacdo de IPSC em cardiomidcitos.

As células diferenciadas em cardiomiocitos apresentando batimento
espontaneo foram isoladas das células que voltaram a apresentar fendtipo
fibroblastbide, e expandidas para maturacdo. Neste periodo os cardiomiocitos
apresentando caracteristicas fenotipicas adequadas foram levados ao cultivo bi- ou

tridimensional em suspenséo.

Além da visualizacdo de batimento espontaneo nos cultivos celulares, a
expressdo de troponina cardiaca T (cTnT) evidenciou a efetiva diferenciacédo de

células IPSC em cardiomiécitos apés o oitavo dia de diferenciacéo.

A expressdo de cTnT foi mantida nos cultivos bidimensionais utilizando o
revestimento de MEC, em comparacao ao cultivo em placas revestidas com Matrigel,

assim como o mesmo foi observado em cultivos tridimensionais.

A viabilidade dos cardiomiécitos cultivados em substrato de MEC 2D e 3D

(Figura 20) foi confirmada por imunofluorescéncia utilizando marcacédo DAPI e cTnT,
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em ambos cultivos bi- e tridimensionais. A expressao de cTnT foi semelhante ao do

cultivo celular utilizando como plataforma de cultivo o Matrigel@.

y —f

Figura 20: llustracdo esquematica de um construto (hidrogel) tridimensional para o cultivo de
cardiomiocito. Em A e B se observam as células imunocoradas para DAPI (azul) e cTnT
(verde) e sua distribuicdo ao longo dos eixos do hidrogel. Visdo do topo do hidrogel (A) com
incidéncia da imagem de microscopia confocal sobre o eixo z, e visdo da lateral do hidrogel
em um corte ao longo do eixo x (B). 40x.

A marcacgéao “Livre/dead” (Livre/dead Assay, Thermofisher) demonstrou que os
cardiomiécitos mantiveram-se viaveis do mesmo modo em comparacao a queles
cultivados em Matrigel, ap6s desprendimento das placas de cultivo bidimensionais e

passagem para o cultivo em suspenséao (Figura 21).
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Figura 21: Cardiomidcitos cultivados em suspensao apés 48h. Células marcadas com o kit
Live/Dead. Imagem de fluorescéncia demonstrando agregados de cardiomidcitos
viaveis/células vivas e em Vermelho as células desagregadas mortas. 40x.

A funcgéo contratil das células diferenciadas evidenciou o comportamento das
células, sendo utilizado como um indicador de que a diferenciacdo de IPSC em
cardiomidcitos foi efetiva quando utilizando a MEC, e além disto foi possivel esta
diferenciacdo e manutencdo de viabilidade sem adicdo de fatores de crescimentos

adicionais ao meio de cultivo ou a preparacao do cultivo 3D.

A anadlise de sequéncias de imagens a 200 quadros (40ms/quadro) obtidos
utilizando microscopio de contraste de fase (Olympus IX81). O tamanho da area
contratil foi avaliado por contagem de pixels em software de processamento de
imagens (ImageJ, NIH) e analisados por processamento de dados. As areas
contrateis e de proliferacdo celular em cultivos utilizando o gel da MEC
descelularizada foram mais pronunciados nhaqueles em que o substrato utilizado foi o
Matrigel® (Figura 22).
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Figura 22: Cultivos bidimensionais de cardiomidcitos derivados de IPSC em revestimento de
Matrigel®e de MEC descelularizada cardiaca. Dias 3 ao 8. Microscépio Optico, contraste de
fase. 20x.

A amplitude de contracdo (%) foi avaliada pela quantificacdo da area de
contracdo de cardiomiécitos em placa de cultivo de 52mm utilizando-se a MEC
descelularizada cardiaca em comparacao ao matrigel. A area de contracdo na placa
de cultivo em condig&o bidimensional utilizando o Matrigel®demonstrou-se 22,16%
superior (4753 + 427.8 N=4) a da MEC descelularizada ("3700 £ 239.4 N=4"), porém

esta diferenga néo foi estatisticamente significativa (Figura 23).
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Figura 23: Area contréatil do cultivo em placa de cultivo de 52mm de diametro, utilizando
revestimento de MEC descelularizada cardiaca e Matrigel.
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A amplitude de contragéo (%) também se apresentou maior quando utilizado o
substrato de MEC cardiaca descelularizada no cultivo em suspenséao, observando-se
a mudanca de area no cultivo (um?) 14,3% maior quando utilizadas as células
previamentes cultivadas em 2D na MEC cardiaca descelularizada (3374 + 184.1
N=6), em compara¢do ao Matrigel®(2923 + 192.9 N=6) (Figura 24), porém sem

diferenca significativa.
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Figura 24: Area contratil de agregados de cardiomidcitos em cultivo em suspenséo. Células
ressuspendidas derivadas de cultivo bidimensional em MEC descelularizada cardiaca e em
Matrigel.

Imagens de microscopia confocal evidenciaram nas amostras marcadas para
imunofluorescéncia especifica para marcadores cardiacos, a expressao de troponina
cardiaca T nos cultivos em suspensédo. A expressao positiva de cTnT em cultivos de
cardiomiocitos em condigfes bi- e tridimensionais utilizando como subastrato a MEC
descelularizada cardiaca comprova a capacidade desta plataforma de cultivo manter
a viabilidade e o status diferenciado dos cardiomiécitos, tanto no ambiente 2D como

em suspensao (Figura 25).
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Figura 25: Imagens microscépicas de cultivos utilizando Matrigel®e MEC descelularizada
cardiaca nas condi¢des bidimensional (2D) e em suspensao (3D), 40x. A imagem foi adquirida
em contraste de fase e fluorescéncia. As imagens de fluorescéncia mostram marcacao
imunofluorescente para DAPI evidenciando nucleo celular, e a expressao de cTnT, em verde,
marcacdo especifica para células cardiacas, demonstrando a manutencdo do status
diferenciado de cardiomidcitos.
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4.4. DISCUSSAO

Hidrogéis derivados da MEC descelularizada, assim como o substrato para
revestimento de cultivo bidimensional, deste estudo possibilitaram gerar um ambiente
de crescimento e proliferacdo celular, mantendo as células cultivadas viaveis. Além
disso, promoveu-se a diferenciacdo de células tronco pluripotentes induzidas em

cardiomiocitos.

A alta incidéncia de doengas cardiacas mundialmente, especialmente o infarto
agudo do miocardio, demandam uma grande oferta de 6rgdos para transplante uma
vez que que atinge o ponto de insuficiéncia cardiaca (WANG et al, 2021). Realizar
estudos em engenharia tecidual € uma promissora abordagem para o estudo de
doencas cardiacas, criando modelos para o estudo de potenciais terapias, testes
toxicoldgicos e alternativas a experimentacdo animal utilizando modelos provenientes
do uso de células derivadas de pacientes humanos, criando assim modelos mais
especificos e precisos (BROUGHTON; SUSSMAN, 2020).

E de conhecimento que a utilizacdo de substratro descelularizado nativo,
derivado da matriz extracelular, promove melhores caracteristicas para as células,
podendo mimetizar o microambiente tecidual do 6rgdo em questdo (SVYSTONYUK
et al, 2020; BEJLERI; DAVIS, 2019; PORZIONATO et al, 2018). A utilizacdo destes
construtos utilizando a matriz extracelular descelularizada cardiaca possibilitam a
alteracdo de suas caracteristicas biomecéanicas, mantendo a composic¢ao protéica da
MEC e seus fatores de sinalizacdo (NIZAMOGLU et al, 2022). Quando recelularizados
com as células tecido-especificas, os construtos derivados da MEC descelularizada
proporcionam uma escolha ideal para regenerar aspectos funcionais de 6rgaos ou
tecidos, aproveitando-se das caracteristicas macro- e microestruturais e
biomoleculares da MEC (WHITEHEAD et al, 2022).

Os resultados apresentados demonstraram o potencial da MEC cardiaca
descelularizada para a manutencéo, promocao da diferenciacdo e expanséao bi- e
tridimensional de cardiomiécitos derivados de IPSC. O cultivo 2D e 3D utilizando o
substrato de matriz extracelular descelularizada cardiaca é capaz de dar suporte as
células de maneira semelhante ou melhor em comparagdo as opgbes comerciais

convencionais utilizadas em pesquisa pré-clinica e clinica, sem alterar a capacidade
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das células em manterem sua viabilidade ou suas caracteristicas fenotipicas (YI et al,
2017).

Além da vantagem em proporcionar ao cultivo as caracteristicas da MEC
especificas cardiacas, a utilizacao de substratos de MEC descelularizada cardiaca na
forma de pré-geis para cultivo bidimensional ou hidrogéis tridimensionais, é sua
atribuicdo em diferentes plataformas de cultivo, estéaticas, dinamicas ou podendo ser

em suspensao para futuro cultivo em larga escala (BROWN et al, 2022).

O pré-gel formulado neste trabalho, derivado da MEC descelularizada
cardiaca, pb6de ser utilizado para o revestimento de placas de cultivo bidimensionais
e para a elaboracdo de hidrogéis para o cultivo tridimensional. Em ambas as
condi¢cBes o biomaterial se manteve estavel. Estas caracteristicas fazem com que
seja possivel uma adaptacdo de cultivo para diferentes op¢bes de pesquisa e
aplicacdo em bioengenharia e medicina regenerativa (GOLDFRACHT et al, 2019;
FREYTES et al, 2014).

Possibilitar um ambiente de cultivo celular em que se viabilize o crescimento e
proliferacdo de células IPSC favorece a criacdo de modelos de doenca
personalizaveis e paciente-especificas. A utilizacdo da MEC estimula, além da
diferenciacdo de IPSC em cardiomiécitos, a sua efetiva maturagdo (FREYTES et al,
2014). A utilizacdo de células tronco, em especial a utilizagdo de células tronco
induzidas pluripotentes abre grande espaco na pesquisa em medicina regenerativa
cardiaca, sendo essencial os estudos de diferentes tipos de cultivo e de diferenciacao
de células tronco em cardiomidcitos, de modo a explorar opcbes de criacdo de
plataformas de estudos in vitro de doenca (GOLDFRACHT et al, 2019).

Os hidrogeéis se mostraram uma opg¢éo pratica devido a suas caracteristicas de
modelagem e aplicacéo de diferentes tipos de células, pois permitiu que as mesmas
fossem simplesmente misturadas com a solucdo pré-gel ou cultivadas no topo da
estrutura do hidrogel ja formulado. Isto abre caminho para futuras aplicacées como a
injecdo direta da associacdo MEC-cardiomidcitos derivados de IPSC no proprio
musculo cardiaco, visando sua regeneracao. Apesar de ideal e promissora, a injecao

de hidrogéis contendo cardiomidcitos visando a regeneracgao do tecido cardiaco ainda
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€ uma técnica que apresenta diversas limitacfes, requerendo ainda muitos esforgos

até atingir sua aplicacdo em cenarios clinicos (SHARMA et al, 2021).

Com o desenvolvimento de cultivos bi- e tridimensionais de cardiomidcitos
derivados de IPSC €& possivel promover abordagens de sua utilizacdo na
bioengenharia e medicina regenerativa cardiaca (AUGUSTINE et al, 2021). Estudos
mais aprofundados utilizando modelos in vivo para regeneragdo tecidual sao
necessarios, avaliando o potencial promissor da utilizacdo de substratos proveniente
da MEC descelularizada cardiaca aliada a estimulos elétricos, mecanicos e a geracao

em larga escala de cardiomidcitos.
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4.5. CONCLUSAO

A utilizacdo de coracdes suinos para descelularizagcéo possibilitou a obtencao
de substrato para a geragao de cultivos bidimensionais e tridimensionais, assim como
foi possivel o cultivo viavel de células tronco pluripotentes induzidas e sua

diferenciacdo em cardiomiocitos.

A efetiva descelularizagdo do miocéardio suino esquerdo resultou em matrizes
extracelulares com a eficiente remo¢do do conteudo celular, manutencdo da sua
composicao protéica e passivel de ser transformada em um substrato em p6 de matriz
extracelular descelularizada cardiaca com suas caracteristicas desejaveis

preservadas.

O substrato da MEC descelularizada cardiaca permitiu a geracdo de pré-géis
e hidrogéis para o cultivo bi- e tridimensional, respectivamente, de células tronco

pluripotentes induzidas.

A partir da elaboracdo de biomateriais com base no cultivo de IPSC nos
hidrogéis, e também no pré gel em cultivo 2D, foi possivel realizar a diferenciacéo
destas células em cardiomiécitos que se mantiveram viaveis e chegaram a maturacao
nas diferentes condicbes de cultivo, apresentando contracdo espontanea e a

mantendo de forma sustentavel.

Os biomateriais funcionais derivados da MEC cardiaca descelularizada podem
ser utilizados em futuras investigacbes em medicina regenerativa para criacdo de
modelos de doencas mimetizando o microambiente tecidual, utilizando as células

especificas do tecido nativo.
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5. CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS

Este estudo possibilitou a elaboracdo de substratos de matriz extracelular

descelularizada pulmonar e cardiaca, com caracteristicas desejaveis preservadas.

Cultivos bi- e tridimensionais puderam ser gerados e mantidos viaveis em
biomateriais funcionais derivados da matriz extracelular descelularizada de pulméao e

coracao.

A obtencdo de diferentes cultivos bidimensionais e a criagdo de construtos
tridimensionais que favoreceram o crescimento celular, sua proliferacdo e
diferenciacdo, abrem espaco para a pesquisa com biomateriais funcionais ideais por
meio da aplicacdo da matriz extracelular e dos processos de descelularizacéo. Estes
biomateriais podem permitir a interagdo com o cultivo celular e possibilitar a
reproducdo de condi¢cdes fisioldgicas do tecido em questdo, caracteristicas que
tornam uma opgao promissora para o desenvolvimento de diferentes abordagens em

medicina regenerativa e engenharia de tecidos.

A aplicacdo destas plataformas de cultivos bi- e tridimensionais sdo de suma
importancia para o avanco de terapias de reparo tecidual para 6rgaos e tecidos

danificados, com grande potencial clinico futuro.

Estudos futuros que avaliem a biocompatibilidade de biomateriais derivados do
substrato em p6 da matriz extracelular in vivo sdo necessarios, assim como a
exploracéo de demais plataformas de cultivo e da implantacdo destes biomateriais
funcionais em modelos clinicos avancados para viabilizar novas opcdes terapéuticas,
ou ainda no desenvolvimento de modelos in vitro simulando o microambiente tecidual
em uma larga escala, contribuindo também para a reducéo na utilizacdo de modelos

animais na pesquisa béasica e pré-clinica.
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Universidade de Sao Paulo

Octobar 5, 2020

Crear Or. Marcelo Bahia Labruna,

In referenca to the use of human pluripotent stem cells for the project registerad n®
4348120520 at the CEUA-FMVZ of the University of Sdo Paulo, by tha PhD shudant
Andrassa Daronco Cereta (NUSP: 10164555,

| hereby declars that the use of human induced plunpotent stem cells inmy laboratory at the
Raganaralive Medicing Program of the Bellvitge Bicmedical Research Institute (IDIBELL),
for research activiies in the cortext of “Bicengineering aporoaches to cardiac
regeneralion/epai” has been approved by the Department of Health of the Government of
Catalonia (authorization of 28/11/2012), after positive review by the Ethics Committee on
Clinical Research (CEIC) of the Centar for Regenerative Madicine in Barcelona {CMRE)
(review of 12072012) and positive evalualion by the Commission on Guarantees
concaming the Donation and Use of Human Tisswes and Cells of the Carlos Il Haalth
Rasearch Inshitule (svaluation of 26/112012).

Yours sincaraly,

Digitally signed by RAYA
- RAYA CHAMORRO 13 MORRO ANGEL -
ANGEL - 291578515
Date: 2020.10.05
291578515 iy
Angel Raya, MD. PhD 16:22:05 +02'00
ICREA Rasearch Profassor
Coordinator,

Ragenarative Madicine Program,

Bellvilge Biomedical Aesaarch Institute (IDIBELL)

Diracior,

Program for Clinical Translation of Regenerative Medicing in Catalonia (P-CMB[C])
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