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RESUMO

CALICHMAN, G. S. Metodologias alternativas ao uso de modelos
animais no desenvolvimento de fa&rmacos e em ensaios pré-clinicos de
novos medicamentos. 2023. 38 p. Trabalho de Concluséo de Curso de
Farméacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2023.

Palavras-chave: testes em animais, organoides, 6rgaos em chips, tecidos vivos

bioimpressos

INTRODUCAO: Os testes em animais vém acompanhando o ser
humano ao longo da histéria, chegando até os dias de hoje. Entretanto,
nas ultimas décadas, houve um aumento na conscientizacdo da
populacdo acerca desse topico. Sendo assim, pesquisadores tém
realizado a busca por metodologias alternativas que possam ser
utilizadas no desenvolvimento de farmacos e ensaios pré-clinicos de
novos medicamentos. Esse trabalho tera como enfoque trés principais
métodos alternativos, sendo eles os organoides, 6rgdos em chips e
tecidos vivos bioimpressos. OBJETIVO: O objetivo desse trabalho é
apresentar, explicar e analisar alguns dos principais métodos alternativos
ao uso de animais na pesquisa e ensaios pré-clinicos de novos
medicamentos disponiveis na literatura. MATERIAIS E METODOS: O
método utilizado para elaboracdo do trabalho foi a revisdo da literatura.
Assim, foram pesquisados artigos cientificos disponiveis em plataformas
como Pubmed, Google Académico e Scielo. Além disso, o livro
“Organotypic Models in Drug Development” foi utilizado como base para
selecionar as metodologias alternativas que serdo apresentadas.
RESULTADOS e DISCUSSAO: Para cada metodologia, foram
analisados diversosestudos demonstrando a seguranca e eficicia para
uso no desenvolvimento de farmacos e ensaios pré-clinicos de novos
medicamentos. CONCLUSAO: Dentre as metodologias analisadas, cada

uma apresenta suas particularidades, mas de forma geral elas séo



capazes de mimetizar o funcionamento dos 6rgdos e tecidos in vivo,

permitindo o estudo de doencas e da acao de medicamentos.

1. INTRODUCAO

A experimentagdo animal vem acompanhando o ser humano ao
longo da histéria. Presentes na Grécia antiga e no Império Romano,
0s testes em animais eram realizados com o intuito de entender a
anatomia e fisiologia humana. J& no Renascimento, estes eram
utilizados principalmente nas areas de farmacologia e medicina e,
mais recentemente, foram inseridos no mercado da beleza.
Independentemente do intuito, a experimentacdo animal ocorre ha
séculos e segue até os dias de hoje.'?

Nas ultimas décadas, entretanto, € possivel observar um aumento
na conscientizacao dos cientistas e da populacdo em geral a respeito
dos testes realizados em animais. O surgimento de ONGs de
protecdo animal, como a HSI e a PETA, demonstra a preocupacéo da
populacdo em geral com esse topico. Essas organizacbes sdo de
extrema importancia, ja que trazem para o debate temas relacionados
aos direitos animais, além de estimularem a pesquisa dos métodos
alternativos.34

Além disso, é importante ressaltar o movimento mundial “Cruelty
Free”. O objetivo principal dele € demonstrar marcas na area de
cosméticos, produtos de higiene e perfumes nas quais tanto os
componentes individuais quanto os produtos finais ndo foram testados
em animais. Essas empresas devem ser certificadas por organizacdes
de protecdo animal como a PETA ou a Leaping Bunny, para entao
receber o rétulo de “Cruelty Free”.#>6

No que diz respeito a organizacbes governamentais, a tematica
da experimentacao animal também esta constantemente em debate e
analise. Em marco de 2023, por exemplo, foi publicada no DOU pelo
CONCEA uma resolucéo que proibe o uso de animais vertebrados na

pesquisa, desenvolvimento e controle de qualidade de cosméticos,



produtos de higiene pessoal e perfumes no Brasil’”. Na Unido
Europeia, por exemplo, esse tipo de teste é proibido desde 2013.8

Além das questdes éticas envolvidas nos testes em animais, é
relevante ressaltar também a questdo econémica. Além do uso e dos
cuidados dos animais em si terem um valor elevado, a demanda e a
procura por produtos ndo testados em animais esta cada vez mais
alta. Um estudo do Market Research Future mostra que o mercado de
cosméticos “Cruelty Free” deve atingir a marca de 14.26 bilhdes de
délares até o ano de 2030°.0Outro estudo do Allied Market Research
trouxe o dado de que em 2021, o mercado global de produtos nao
testados em animais (incluindo farmacéuticos e cosméticos) atingiu a
marca de 9.8 bilhGes de doélares e esta projetado para atingir 29.4
bilhes até 2030.1°

No campo dos medicamentos, a experimentacdo animal ainda &
utilizada amplamente, uma vez que serve como parametro para
analisar a eficacia e seguranca de moléculas e substancias.
Entretanto, apesar de ndo serem proibidos, os testes em animais sao
metodicamente regulamentados e fiscalizados. O principal o6rgao
governamental responsavel por esse processo no Brasil é o
CONCEA, do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo.*!

Considerando entdo o0s aspectos principalmente éticos e
econdmicos do uso de animais para experimentacdo, tem-se
realizado a busca por métodos alternativos ao uso de animais para
serem usados na pesquisa, desenvolvimento e ensaios pré-clinicos
de novos compostos, sendo que esse trabalho ira evidenciar os
métodos mais focados para a area de medicamentos. A base para a
elaboracdo dessas novas tecnologias é a ideologia dos 3R: reducéo,
refinamento e substituicdo (em inglés, “reduction”, “refinement” e
‘replacement”) do uso de animais em laboratorio. Com relacdo a
reducdo, tem-se a ideia de diminuir a quantidade de animais
utilizados. J& o refinamento esta relacionado ao fato de que os testes
devem ser planejados de tal maneira que visem a minimizagcédo de
dor, estresse e sofrimento dos animais utlizados. Por fim, a

substituicdo consiste na ideia de que animais mais complexos devem



ser substituidos por experimentos in vitro e metodologias
alternativas.?13

As metodologias alternativas desenvolvidas s&o diversas e se
classificam em duas principais abordagens: in vitro e in silico, sendo a
primeira realizada em ambiente controlado, fora do organismo vivo, e
a segunda utilizando métodos computacionais. Esse trabalho ira focar
em 3 metodologias in vitro e suas principais aplica¢des, sendo elas os

organoides, os 6rgdos em chips e os tecidos vivos bioimpressos.'#

2. OBJETIVO(S)

7z

O principal objetivo desse trabalho € apresentar, explicar e
analisar alguns dos principais métodos alternativos ao uso de animais na
pesquisa e ensaios pre-clinicos de novos medicamentos disponiveis na
literatura, mostrando suas principais aplicacbes na atualidade e
perspectivas futuras.

E importante ressaltar que esse trabalho ndo visa defender o fim do
uso da experimentacdo animal na area farmacéutica, dado que as
metodologias alternativas ainda néo substituem completamente o uso de
organismos vivos. Entretanto, o trabalho pretende demonstrar e
conscientizar que, devido as tecnologias alternativas emergentes com
eficacia comprovada, os testes em animais podem ser diminuidos e

utilizados em casos estritamente necessarios.

3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi elaborado utilizando o método de revisdo da
literatura. Sendo assim, foram utilizados livros, revistas e artigos
cientificos como base. Através das bases de dados digitais PubMed e
Scielo foi possivel acessar diversos artigos cientificos relevantes para o
desenvolvimento do trabalho. O livro “Organotypic Models in Drug
Development” foi utilizado como base para selecionar as metodologias
alternativas ao uso dos testes em animais que serdo apresentadas e

analisadas nesse trabalho.



Para entender melhor o contexto atual da questdo da experimentagao
animal e metodologias alternativas, foram consultados sites e textos de
grandes ONGs atuantes nessa area, sendo elas HSI, a PETA e a
Leaping Bunny. Além disso, sites e publicacbes de organizacbes
governamentais como o0 CONCEA eo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e

Inovagdo também foram analisados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Métodos alternativos aos modelos animais

No processo de pesquisa e desenvolvimento de um novo
medicamento, apos a selecao e identificacdo da molécula de interesse e
formulacdo do medicamento, S&o necessarios testes para analisar mais
a fundo a seguranca e eficacia dele. Os ensaios podem ser classificados
em dois tipos, pré-clinicos e clinicos. De forma usual, os ensaios pre-
clinicos de novos medicamentos séo realizados utilizando métodos in
vitro, ou seja, fora dos organismos vivos, e in vivo, como 0s testes em
animais. Ja os ensaios clinicos sédo divididos em 4 etapas e sao feitos
diretamente em humanos. Nesse trabalho, as metodologias de ensaio
analisadas seréo as pertencentes a etapa pré-clinica.

Considerando os ensaios in vitro, a metodologia tradicional é o uso
de culturas de células humanas bidimensionais (2D, em monocamada)
para testar, por exemplo, a toxicidade e eficacia de compostos.
Entretanto, considerando que o0 corpo humano €é um organismo
complexo, com arquitetura multicelular e repleto de interfaces e
interacdes, o modelo 2D néo consegue representar aspectos cruciais da
fisiologia humana da melhor forma, uma vez que apenas permite a
demonstracao de efeitos pontuais e locais.

Com relacdo aos métodos in vivo, tem-se 0s testes em animais.
Apesar destes conseguirem representar melhor a interacéo entre tecidos
e a complexidade do organismo, ha diferencas interespécies

fundamentais entre o corpo humano e o corpo de animais de laboratério



gue precisam ser levadas em consideracéo, de maneira que o estudo da
atividade de compostos em animais nem sempre € capaz de prever o
qgue ocorreria no corpo humano. Além disso, as questdes éticas e
econdmicas envolvidas também trazem debates acerca desse tipo de
teste.

Sendo assim, o desenvolvimento de estruturas tridimensionais (3D)
artificiais a partir de células humanas permite o estudo da acdo de
medicamentos ou do desenvolvimento de doengas de forma mais similar
ao que ocorre no organismo humano in vivo, além de serem mais
vantajosas considerando aspectos éticos e econOmicos. As principais
estruturas 3D utilizadas como método alternativo aos testes em animais
sdo os organoides, 6rgdos em chips e tecidos vivos bioimpressos!41°, A
seguir elas serdo apresentadas, explicadas, analisadas e exemplificadas

na pratica.

4.1.1 Organoides

Os denominados “Organoides” sao estruturas 3D complexas, que
possuem composicdo e caracteristicas morfologicas similares a
determinados 6rgdos, de maneira que sua arquitetura e funcéo
conseguem mimetizar o funcionamento in vivo. Seu tamanho pode variar
da largura de um fio de cabelo até aproximadamente cinco milimetros.
Nas ultimas décadas, diferentes tecnologias ja foram utilizadas para
mimetizar diversos 0Orgdos através de variados protocolos e
metodologias, permitindo estudos como o da fisiologia, das doencas e de
possiveis tratamentos para elas.*®

Na figura 1 é possivel observar organoides de cérebro inteiro e
organoides do prosencéfalo dorsal em placas de petri resultantes de um
estudo realizado por Velasco et al'’, que tinha como objetivo a
comparacao entre diferentes protocolos para obtencdo dos organoides e
analise dos resultados. Foi possivel observar que o protocolo utilizado na
obtencdo dos organoides de cérebro inteiro levou a formacdo de
modelos mais heterogéneos, enquanto para o prosencéfalo dorsal, o

resultado foi de modelos mais homogéneos.



Figura 1: Organoides de cérebro inteiro e prosencéfalo dorsal

Whole-Brain Organoids Dorsal Organoids

Da esquerda para a direita: organoides de cérebro inteiro e organoides do
prosencéfalo dorsal.

Fonte: Velasco et al, 2019.

Independentemente do uso, o desenvolvimento de organoides é
feito atualmente utilizando células tronco ou progenitores celulares
especificos daquele 6rgao, que se organizam de forma autbnoma, ou
seja, o sistema celular desordenado € capaz de se organizar através de
mecanismos intrinsecos do proprio sistema. Isso é feito através de dois
processos fundamentais: formacdo de padrdes celulares e rearranjos
morfolégicos e genéticos. O primeiro processo envolve a diferenciacéao
das células iniciais nos diferentes tipos celulares do tecido. Ja o segundo
processo esta relacionado a reorganizacdo arquitetdnica do tecido apos
a diferenciacdo dos diferentes tipos celulares, considerando mudancas
no formato celular, contracdo, movimentacao e expansao celulares. Os
diferentes protocolos para obtencdo de organoides demonstram a
importancia na criacdo de um microambiente adequado com condicdes
especificas para que as células possam se auto-organizar. Além disso,
alguns autores ja tém buscado novos protocolos em que seja possivel
controlar mais minuciosamente o crescimento da célula, gerando

organoides mais homogéneos.®



Considerando o estudo do desenvolvimento de doengcas e
entendimento de possiveis mecanismos, 0s organoides possuem grande
utilidade. Por exemplo, um organoide de estdbmago foi utilizado para
analise de possiveis mecanismos de infeccdo pela bactéria Helicobacter
pylori e da resposta celular a essa bactéria. Para o mesmo 6rgéo,
organoides ja foram utilizados para modelar o desenvolvimento de
tumores.*®

No campo de planejamento de farmacos, os organoides também
possuem diversos usos. Por exemplo, eles podem ser utilizados para a
realizagdo de “drug screening’, isto é, a analise inicial de uma biblioteca
grande de moléculas para identificacdo de possiveis farmacos, que em
seguida deverdo passar por estudos mais aprofundados para ter sua
eficacia comprovada. E o caso dos organoides de traqueia e bronquios
gue foram utilizados para anélise de possiveis moléculas com atividade
farmacoldgica contra a fibrose cistica.?°

Outro uso interessante dos organoides € na medicina
personalizada, uma vez que ele pode ser desenvolvido a partir de
células tronco de determinado paciente conhecido, e entdo o mecanismo
do desenvolvimento de doencas e a acdo de possiveis tratamentos
podem ser analisada de forma individualizada, considerando os aspectos
genéticos daquele paciente.?*

Nesse trabalho, foi usado o organoide do cérebro obtido através
de células tronco pluripotentes induzidas de humanos utilizado no estudo
de possiveis medicamentos contra o Zika virus como exemplo para uma
analise mais aprofundada. Além disso, também foi analisado o uso de
um organoide de figado para analise de hepatotoxicidade.

A respeito do organoide do cérebro, este tem sido utilizado para
estudar a eficacia e toxicidade de moléculas que atuam no sistema
nervoso central. Durante a embriogénese dos mamiferos, as células
tronco neurais geram os diferentes tipos celulares presentes no cérebro,
gue se organizam em diversas camadas, levando a uma estrutura
tridimensional final complexa. O uso de monocamadas de células em
estruturas bidimensionais, portanto, ndo consegue mimetizar esse

ambiente e as interacdes e sinalizagbes que ocorrem nele. Além disso, o
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cérebro do mamifero é extremamente mais complexo do que o de outros
animais, como os ratos. Dessa forma, o estudo do cérebro desses
animais também ndo consegue mimetizar corretamente o cérebro
humano. Sendo assim, os organoides de cérebro desenvolvidos
utilizando células tronco entram como uma boa metodologia alternativa
aos testes em animais, jA que possuem uma estrutura tridimensional
celular complexa que se assemelha ao cérebro humano.??

Um estudo realizado por Zhou et al’?> demonstrou o uso de um
organoide de cérebro para fazer o “drug screening” de diversas
moléculas e analisar sua eficacia em inibir a infeccdo pelo Zika virus e,
assim, obter sélidos candidatos para farmacos. O Zika virus €
transmitido pelo mosquito do género Aedes e é extremamente perigoso
no caso de infeccdo de gestantes, pois pode levar ao desenvolvimento
de microcefalia e outras ma formacdes congénitas no feto. Atualmente,
ainda ndo existem tratamentos disponiveis, sendo entdo de grande
importancia o estudo de potenciais moléculas que sejam capazes de
evitar o desenvolvimento dessas condi¢des no feto.?

No estudo realizado, os autores selecionaram 1120 compostos
gue possuem sua seguranca e biodisponibilidade comprovada. A acéo
dessas moléculas foi estudada utilizando células tronco infectadas pelo
virus. Dentre elas, o bromidrato de hipeastrina (“hippeastrine
hydrobromide” ou HH em inglés) e o dicloridrato de amodiaquina
dihidratado (“amodiaquine dihydrochloride dihydrate” ou AQ em inglés)
demonstraram efetivamente inibir a infeccdo pelo virus e bloquear o
efeito de paralizacdo de crescimento ou aumento da apoptose, 0 que
poderia levar a microcefalia. Esses “hits”, ou seja, potenciais moléculas
com acdo farmacolégicas, foram validados utilizando um modelo
organoide de prosencéfalo fetal humano. O virus foi inoculado nas
células do organoide por 24 horas e em seguida, elas foram tratadas
pelos compostos por 3 dias para analisar os efeitos de curta duracao
(apbs 4 dias, sendo inoculacdo por 24 horas + 3 dias de tratamento), e
depois por mais 14 dias (somando 18 dias no total) para analisar os de
longa. A analise dos resultados apds os primeiros 4 dias demonstrou que

o0 HH levou a diminuicdo da presenca de células infectadas pelo virus e
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do nivel do RNA do virus no sobrenadante. Além disso, esse composto
conseguiu reverter o fendmeno da reducdo de proliferagdo celular e
aumento da presenca de células apoptoticas. Ja o AQ, apesar de
suprimir a infec¢cdo do virus, ndo demonstrou essa reversao. Esses
resultados demonstram a possibilidade de utilizacdo do organoide como
forma de validacdo da possivel acdo farmacolégica de moléculas
identificadas previamente.

Outro uso interessante dos organoides é para analise da
hepatotoxicidade de determinados compostos. Esse tipo de identificagéo
€ de grande importancia, uma vez que a grande maioria das moléculas
sdo metabolizadas no figado. Os pesquisadores Lee et al** utilizaram um
organoide de figado para analisar a capacidade de determinados
medicamentos (sertralina, amicacina e amiodarona) de induzir a
fosfolipidose, ou seja, levar a formacdo de complexos farmaco-
fosfolipideos nos lisossomas que ndo podem ser degradados pelas
enzimas fosfolipidases. Para avaliar a eficiéncia dos organoides, 0s
autores fizeram um estudo comparativo com cultura de células hepéaticas
2D.

Antes de estudar a fosfolipidose em si, os autores fizeram ensaios
para analisar a capacidade de cada método in vitro de mimetizar a
arquitetura e o funcionamento do figado. Os resultados demonstraram
gue os organoides que passaram por diferenciacdo celular
demonstraram caracteristicas mais similares aos hepatdcitos primarios
do que as células em monocultura 2D. Por exemplo, a expressdo de
HNF4a, um fator de transcricdo hepatico, foi mais forte nos organoides e
0 acumulo de glicogénio também.

Com relacdo aos estudos dos impactos da fosfolipidose como
resultado da acdo dos medicamentos, os resultados demonstraram que
a viabilidade das células hepaticas em cultura 2D foi bastante diferente
entre um medicamento e outro, mas que de forma geral os
medicamentos levaram a maior citotoxicidade, o que pode ser explicado
pelo fato de que o crescimento em monocamada gera uma area maior
de exposicdo. J4 para os organoides, a diferenca de viabilidade e a

citotoxicidade foi menor. Isso pode ser explicado pela formacéo de
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juncdes entre as células, o que diminui a &rea de exposicdo aos
medicamentos.

Na avaliacdo morfolégica celular apés a insercdo dos
medicamentos no meio, os resultados demonstraram que eles levaram a
formacdo de vacuolos resultantes da fosfolipidose no citoplasma de
forma mais intensa nos organoides do que nas células em cultura 2D.
Para confirmar esse fenGmeno, 0s autores compararam organoides na
presenca e na auséncia de amiodarona utilizando um microscopio de
transmissao eletrénica, como demonstra a figura 2. No caso do
organoide sob acdo do medicamento (imagens b e c), foi possivel
observar a presenca de corpos lamelares distintivos do fenémeno de
fosfolipidose. Além disso, os autores verificaram a presenca de juncdes
celulares e canaliculos biliares nos organoides, o que se assemelha ao

gue ocorre no corpo humano.

Figura 2: Comparacao entre organoides com e sem tratamento com
amiodarona

(b) (€)
Os organoides presentes nas imagens a, b e ¢ foram diferenciados por 12 dias

e entdo tratados com um veiculo controle (a) ou com 10 um de amiodarona e
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incubados por 48 horas (b e ¢, sendo que c apresenta um detalhamento maior).
Os corpos lamelares sao indicados por “L”. As imagens foram geradas com o
uso do microscopio de transmissao eletronica.

Fonte: Lee et al, 2020.

Os autores concluiram que o organoide é mais sensivel a
formacéo de fosfolipidose induzida pela presenca de medicamentos e
menos afetado pela citotoxicidade do que a monocamada de células 2D.
Considerando a fosfolipidose como uma alteragéo celular cronica e nao
aguda gerada pela toxicidade, esses resultados apoiam a ideia de que o
organoide tem a capacidade de melhor representar a hepatotoxicidade
mediada por metabdlitos que ocorre in vivo do que a monocamada de
células 2D.

Levando em conta os estudos descritos juntamente com outros
dados na literatura, é possivel concluir que os organoides possuem boa
capacidade em mimetizar as interacdes celulares e teciduais que
ocorrem in vivo, independentemente dos Orgdos que eles estéao
representando. Entretanto, ha ainda limitacbes que devem ser
superadas para que eles possam ser usados de forma mais abrangente
e segura. Por exemplo, € dificil controlar perfeitamente o numero de
células e crescimento celular de cada organoide. Além disso, 0s
organoides muitas vezes ndo apresentam todas as células relevantes
daquele tecido para entender a resposta a determinado medicamento ou
estimulo, como células do sistema imune, endoteliais, nervosas.

Todavia, apesar das limitacées e considerando que cada vez mais
elas serdo superadas, o futuro dos organoides parece promissor. Por
exemplo, ja esta sendo estudado o uso dessa tecnologia para
transplante de 6rgdos e na area da medicina regenerativa?l. Além disso,
para entender melhor o mecanismo de doencas e assim, desenvolver
melhores métodos de diagndsticos e melhores tratamentos. Com relacéo
a farmacologia, ha pesquisas no sentido de utilizar organoides como
método de medicina personalizada (considerando que aquele organoide
foi desenvolvido a partir de células de determinado individuo) para testar

a eficacia e seguranca de medicamentos de forma individualizada.?!
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4.1.2 Orgéos em Chips

A tecnologia de “Orgdos em Chips” é baseada no
desenvolvimento de um dispositivo micro fluidico que tem como objetivo
mimetizar a estrutura, a funcéo e a fisiologia de determinados tecidos.
Eles podem variar em tamanho e formato, mas como estrutura geral,
esses microdispositivos sdo compostos por um polimero flexivel no seu
interior que possui canais 0cos em que passam volumes reduzidos de
liquidos, alinhado com células humanas do 6rgéo de interesse. Dessa
forma, o dispositivo permite a analise do efeito de compostos sobre as
células.?>2¢

Existem diferentes tipos de dispositivos. Alguns mimetizam o0s
orgaos apenas no nivel celular, possuindo alinhado em seus canais
determinadas células do 6rgao a ser estudado. Outros também possuem
a capacidade de recriar aspectos mecéanicos, como 0 movimento da
respiracdo ou os movimentos peristalticos. Além disso, ha dispositivos
gue possuem um canal com células endoteliais representando os vasos
sanguineos. Por fim, ha estudos que demonstram a possibilidade de
fluidicamente juntar dois ou mais chips para formar um “Corpo em
Chips”, ou seja, sistemas de chips multi-6rgdos com a capacidade de
mimetizar a fisiologia do corpo humano como um todo.?’

A tecnologia dos “Orgdos em Chips” ja foi utilizada para
representar diferentes 6rgdos do corpo humano com diversos obijetivos.
O primeiro pesquisado e estudado foi o caso do pulméo. O pulméo em
chip foi utilizado para demonstrar a capacidade dessa tecnologia em
replicar o que ocorre in vivo. O estudo contou com a introducdo de
bactérias vivas ou nanoparticulas (para simular a poluicdo), o que
resultou em uma resposta inflamatéria e o recrutamento de células
imunes?8. Além disso, foi introduzido o medicamento contra cancer IL-2,
gue levou a uma resposta de edema pulmonar, como 0 que ocorre em
alguns pacientes?®. Essas duas andlises confirmaram a capacidade do
chip de mimetizar os processos que ocorrem no corpo humano. Na

figura 3 é possivel observar uma representacdo  do

16



pulmé&o em chip, desenvolvido por pesquisadores do Instituto Wyss de

Harvard.2%

Figura 3: Pulmé&o em chip

i

Representacdo do pulmao em chip desenvolvido por pesquisadores do Instituto
Wyss de Harvard. O canal endotelial ou vascular estd representado de
vermelho e o canal epitelial (que o ar passa) esta representado em azul.

Fonte: Instituto Wyss, Harvard.

Alguns Orgdos em chips ja foram utilizados em estudos para
analisar a toxicidade de medicamentos. Muitas vezes, sdo estudados
medicamentos que jA possuem sua toxicidade comprovada, mas o
objetivo € demonstrar a capacidade da tecnologia dos 6rgaos em chips
em mimetizar o que ocorre in vivo. E o caso do chip de coracéo, que foi
usado na demonstracdo da diferenca na seguranca entre o pré-farmaco
cardiotoxico terfenadina e seu metabdlito ndo  cardiotoxico
fexofenadina®. Outro uso na mesma area foi para andlise dos efeitos
toxicos no miocardio do medicamento para cancer doxorrubicina
observados clinicamente. O chip de rim também possui estudos nessa
mesma area. Por exemplo, pesquisadores realizaram um estudo em
chips de tdbulos renais para analisar o efeito do medicamento

nefrotéxico ciclosporina A%2. Outro estudo foi feito utilizando um chip de
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glomérulo renal para analise da nefrotoxicidade do quimioterapico
adriamicina.®?

Ha também pesquisas no sentido de utilizar os chips para andlise
do desenvolvimento e mecanismo de doencas. E o caso, por exemplo,
do chip de intestino delgado, que ja foi utilizado para investigacdo do
desenvolvimento e mecanismo de infeccdo pela Escherichia Coli®4. Um
chip de célon também foi utilizado para analise da infec¢do pela bactéria
Shigella sp.%®

Nesse trabalho, sera analisado mais profundamente o uso dos
orgdos em chips para analise da farmacocinética e farmacodindmica de
compostos. Além disso, também sera analisado o uso dessa tecnologia
no estudo de um tumor pulmonar e possiveis tratamentos.

Na farmacologia, a pesquisa da farmacocinética/farmacodinamica
de compostos possui grande importancia para concluir a seguranca e
eficacia dos farmacos. Com relagcéo a farmacocinética, tem-se a analise
de processos como absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo dos
compostos, além do calculo de parametros como concentragcdo maxima
e clearance renal. Ja com relacdo a farmacodinamica, tem-se a analise
do mecanismo de acdo do composto e, consequentemente, os efeitos
terapéuticos e adversos. Uma pesquisa realizada por Herland et al®®
estudou a possibilidade do uso de um sistema de chips multi-6rgaos
contemplando o intestino, o figado e o rim para analisar a
farmacocinética da nicotina e da cisplatina. Para montar essa jungcéao de
diferentes chips, os autores passaram um liquido que seria um substituto
para o0 sangue pelo canal composto por células que simulam o vaso
sanguineo e, com a ajuda de um sistema computacional, transferiram
esse liquido de um chip para o outro. Ademais, os chips foram ligados a
um reservatorio arteriovenoso que simula a circulacdo sistémica.

Além de desenhar esse “corpo em chip”, isso permitiu que eles
pudessem pegar amostras de varios pontos do sistema. A partir disso,
foi analisada a farmacocinética da nicotina e da cisplatina. Com relagéo
a nicotina, além de estar presente no tabaco, ela pode também ser
utilizada como farmaco para auxiliar nos sintomas da abstinéncia. Para

simular sua administragao por via oral, este composto foi infundido no
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[imen do chip do intestino, onde foi possivel a andlise de sua absor¢ao;
em seguida, passou pelo chip do figado, onde foi analisado seu
metabolismo e, por fim, pelo chip do rim, que permitiu a andlise da
excrecdo. Os dados obtidos in vitro foram comparados com os valores
em estudos clinicos, 0 que est4d demonstrado na tabela 1 abaixo. Os
resultados demonstraram que para 0 parametro de concentracéo
maxima (Cmax) e area sob a curva (AUC), os valores obtidos in vivo e in
vitro foram bastante similares (0.052 pm +0.009 e 0.050/0.054 pm,
respectivamente para concentragdo maxima e 0.08 pm.hr +0.02 e
0.062/0.073 pm.hr respectivamente para AUC). Entretanto, para o
parametro de tempo de meia vida para alcancar a concentragdo maxima,
os valores diferiram consideravelmente (10.6 min in vivo e 20.45/19.9
min in vitro). Isso pode ser explicado pelo fato de o corpo humano ter
uma circulacdo fechada continua, enquanto o sistema multi-érgdos em
chips necessita que o fluxo seja pausado periodicamente em pontos
especificos para coletar amostras e repor 0 meio. Sendo assim, as
limitacdes experimentais do sistema multi-orgdos em chips fazem com
gue o tempo in vivo que demora para atingir a concentragcdo maxima da
nicotina no sangue seja menor do que o in vitro. Entretanto, os autores
foram capazes de superar esses problemas redesenhando a geometria
dos 6rgaos em chips e do canal vascular de forma a diminuir a distancia
de difusdo do liquido. Além disso, eles implementaram aspectos
anatdomicos que ndo estavam levando em conta anteriormente, como o
fluxo sanguineo para cada Orgdo especificamente e a perda de
medicamento que acontece pelo acumulo no tecido adiposo. Apos as
alteracdes, os resultados do tempo de meia vida para alcancar a

concentracdo maxima se aproximaram dos valores obtidos in vivo.
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Tabela 1: Comparacao entre os parametros farmacocinéticos da nicotina

obtidos in vivo com os obtidos com o sistema de chips multi-6rgéos

20

Nicotine PK Parameters (systemic . . | In Silico Model(Multi-Organ
Human (Clinical data)- .
compartment) Chips)
Nicotine Gum (4.2 mg)
0.050 (8=3.8 %, n.s.),
C M 0.052 +0.009
max (M) 0.054 (8=3,8 %, n.s.)
fmax (Min) 45 40.0 (8=11.1%)
(Range: minimum - maximum) (19.8-90) 38.9 (6=13,6%)
" (min) = 10.60 20.45 (8=92.9 %)
ise- min) — .
1/2, rise-phase 19.9 [3237,7 0/0]
" - 503 160 (6=21,1%)
fell- min) —
1/2, fell-phase [ ] 263 [5=29,7°/o
- 0.062 (6=22.5%, p=0.0007
AUC(uM.hr)™ 0.08+0.02 ( P )
0.073 (8=8,75%, n.s.)

Comparativo entre os valores dos parametros farmacocinéticos obtidos
utiizando o sistema multi-6rgdos em chip e os obtidos em estudo com
humanos.

*QOs dados clinicos in vivo foram retirados de um estudo realizado por Digard et
al*’.

** AUC foi computada para t=0 até t=2 horas para os estudos in vivo e in vitro
*** Estimado utilizando ajuste de curva que representa o valor in vivo (baseada
nos valores clinicos disponiveis); o t1/2 na fase de queda (fall-phase) esta
abaixo da janela de tempo da medida (assim portanto, as estimativas baseadas
em ajustes de curva podem ndo ser confiaveis)

Fonte: Herland et al, 2020.

JA4 com relacdo a cisplatina, ela € um farmaco com acao
antineoplasica utilizada principalmente como tratamento secundario em
pacientes portadores de cancer de ovario metastatico. No experimento,
para simular a administracdo in vivo que deve ser feita por via
intravenosa, ela foi infundida diretamente no reservatério. Além disso, o
chip do intestino foi substituido por um da medula 6ssea, uma vez que
esse farmaco possui toxicidade nesse 6rgao in vivo. Dessa maneira, foi
possivel analisar além da farmacocinética, aspectos da

farmacodinadmica. De forma similar ao que ocorre in vivo, nesse



experimento foi possivel observar a toxicidade mieloide, neutropenia e
anemia, uma vez que houve reducdo na quantidade de células da
medula éssea, neutréfilos e eritrécitos. Além disso, com relacdo aos
parametros farmacocinéticos, de forma anéloga a nicotina apds
otimizag&do do sistema, os valores foram semelhantes aos obtidos em
estudos clinicos.

Todos esses dados em conjunto demonstram a viabilidade do uso
dos 6rgdos em chips para analise da farmacocinética/farmacodinamica
de compostos, ap6s a superacao de limitagcdes do sistema. Os 6rgaos
em chips podem também ser utilizados no estudo de doengas e
tratamentos. Um estudo realizado por Zhiyun et al®® teve como objetivo o
desenvolvimento de um chip que mimetiza um tumor pulmonar para
analisar a sensibilidade de diferentes farmacos. Os pesquisadores
criaram um microambiente com a presenca das células tumorais de
pulmdo (SPCA-1) e das células do estroma (HFL1), isto é, células
encontradas no tecido conjuntivo, como fibroblastos, que podem
contribuir para o crescimento do tumor. Eles compararam a eficiéncia do
chip contendo a co-cultura de células com outro que apresentava uma
monocultura de células SPCA-1, sem a presenca das células estromais.

Primeiramente, o chip contendo a monocultura foi utilizado para
testar a eficacia de diferentes farmacos antineoplasicos (em monoterapia
e em terapia combinada). Além disso, os compostos foram infundidos
em gradiente, de forma a testar diferentes dosagens. Dessa forma, as
células foram divididas em 4 grupos: nos grupos 1-3, foram testadas
farmacos com acdo antineoplasica em monoterapia, sendo elas o
gefitinibe, o paclitaxel e o GCB, em diferentes dosagens; no grupo 4, foi
testada a terapia combinada, sendo infundido primeiramente o paclitaxel
e 2 horas depois, a cisplatina (DDP), também em gradiente de
concentracdo. Todos as moléculas foram inseridas juntamente com meio
de cultura para simular o in vivo.

Os resultados dos esquemas de monoterapia demonstraram que
os trés medicamentos inibiram o crescimento das células cancerigenas

de forma efetiva e de maneira dose dependente. Entre os trés, o
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gefitinibe foi o mais eficaz. J& com relacdo a terapia combinada, ela se
mostrou ainda mais eficaz do que a monoterapia.

Em seguida, os pesquisadores testaram o paclitaxel nos chips
contendo a co-cultura. Como mostra a figura 4, o0s resultados
demonstraram que, para a mesma dosagem, a taxa de apoptose das
células cancerigenas no caso da monocultura e monoterapia foi
consideravelmente maior. Essa diferenca entre a monocultura e a co-
cultura de células demonstra que as células estromais afetam
consideravelmente a sensibilidade do tumor ao medicamento. Entre as
amostras em co-cultura, a que recebeu a terapia combinada teve taxa

maior de apoptose, 0 que demonstra a maior eficacia dessa combinacao.

Figura 4. Comparacédo da porcentagem de células apoptoticas entre 0s
diferentes tumores pulmonares em chips

E==] Monoculture, single drug
lmml Co-culture, single drug
100 - B co-culture, combination drugs
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PTX2.5 PTX25 PTX2.5 + DDPS PTX3 PTX3 PTX3 + DIZ;P‘ PTX4 PTX4 PTX4+DDP8
Drug concentration (uM)

Comparacdo da porcentagem de células apoptoticas entre os esquemas de
monocultura e monoterapia, co-cultura e monoterapia e co-cultura e terapia

combinada, considerando gradiente de concentracdo. PTX se refere ao
paclitaxel.

Fonte: Zhiyun et al, 2013.
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Considerando os resultados obtidos com o0 uso dos 6érgdos em
chips na pesquisa no ramo farmacéutico, é possivel concluir que eles
sdo um meétodo alternativo aos testes em animais extremamente
promissor e bastante eficaz. Entretanto, eles possuem algumas
limitagBes. Por exemplo, o material mais utilizado como base do 6rgéo
em chip, o dimetil polissiloxano, tem a capacidade de absorver algumas
moléculas hidrofébicas pequenas, o que pode afetar a eficacia e
toxicidade de solventes. Assim, € necessario identificar outros materiais
possiveis de serem utilizados, os quais devem ser baratos e de facil
descarte, para que essa tecnologia possa ser difundida.

A tecnologia dos 6rgdos em chips estd sendo pesquisada e
melhorada e muitos autores ja tentaram escrever sobre como seria 0
futuro dessa técnica. A principal ideia seria 0 desenvolvimento de um
‘humano em chip”, integrando diversos 6rgdos em um unico chip que
mimetizasse todo o funcionamento do corpo. Dessa forma, seria possivel
estudar como compostos interagem com diferentes tecidos e as relacdes
de causa e consequéncia, além de estudar o desenvolvimento de

doencas sistémicas e da metastase, por exemplo.?527

4.1.3 Tecidos vivos bioimpressos

De forma geral, a técnica de impressao 3D consiste na transformacao
de um arquivo digital, desenhado e presente virtualmente em um objeto
3D, a partir do uso de materiais como plasticos, pds, metais, entre
outros. Existem diferentes metodologias para a impressdo em trés
dimensdes, mas todas se baseiam na concepcao de que a impressora
funciona através de um método de formacdo de camadas, ou seja, ela
imprime camada por camada até chegar no objeto desejado. Na area da
saude e na bioimpresséo de tecidos vivos, o material base utilizada € a
biotinta, que é composta por moléculas de hidrogel, células vivas e
diversos compostos que permitem a comunicacao entre as células e seu
crescimento. 3940

Dentre as técnicas de bioimpressdo 3D, a mais utilizada é a de

extrusdo. Nela, a biotinta é carregada em uma camara na impressora e
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empurrada para dentro de um bocal que esta conectado a uma cabeca
da impressora. A partir disso, o bocal vai liberando a tinta de forma a
produzir filamentos continuos e finos. A impressao pode ser realizada
em uma superficie ou em um banho e ela é rapida (por exemplo, para
produzir um menisco demora menos de 30 minutos). Apds a impressao,
alguns filamentos estdo prontos e outros podem precisar de radiagéo
ultra-violeta ou outros processos quimicos ou fisicos para estabilizar a
estrutura. Se for bem-sucedida, as células vdo comecar a se reproduzir
como em um tecido in vivo*®4l, Na figura 5, é possivel ver uma

impressora que funciona a base da técnica de extrus&o.*?

Figura 5: Impressora 3D com funcionamento a base da técnica de

extrusao

—T

Impressora 3D que funciona a base do método de extrusdo. A linha pontilhada
“‘A” é o dispositivo de extrusao, a “B” é a plataforma de impressora e a “C”
representa o dispositivo de limpeza e correcdo, em que o de limpeza estd na
frente e tem a funcgéo principal de limpar as seringas e o de correcéo atras.
Fonte: Weng et al, 2021.
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Na area médica, a técnica de bioimpressdo 3D de tecidos vivos
possui aplicagBes interessantes. Um dos principais exemplos é na
replicagdo da epiderme humana. Considerando o fato de que essa
camada da pele possui uma estrutura multicelular complexa, o uso da
tecnologia de bioimpressdo 3D permite a construcdo de um tecido que
representa de forma acurada o humano. Sendo assim, a epiderme
bioimpressa pode ser utilizada como substituicdo em casos de pacientes
com queimaduras graves, para pesquisa das propriedades da pele
(como permeabilidade) e para realizacdo de testes de cosméticos (que
por ndo serem absorvidos, atuam apenas nessa camada da pele)#?. Um

extrato de pele bioimpressa pode ser visualizado na figura 6.43

Figura 6: Epiderme obtida pela técnica de bioimpresséao 3D

3D Bioprinting Approac

b .4

Imagens representativas de constru¢cbes de pele humana pigmentadas
fabricadas por meio de bioimpressdo 3D. A pele humana pigmentada
bioimpressa em 3D é construida com pigmentagcdo uniforme da pele, a area
pigmentada é delimitada pela linha pontilhada marrom na imagem mais a
esquerda A imagem do meio é representativa da coloragdo H&E de
construcdes de pele humana pigmentadas em 3D. A regido epidérmica é
indicada por E e a regido dérmica é indicada por D, A imagem mais a direita é
representativa da coloracdo de Fontana Masson de construgbes de pele
humana pigmentadas em 3D. barra de. As setas estéo indicando a distribui¢éo
dos granulos de melanina na regido epidérmica das matrizes 3D (coloragao
preto-acastanhada).

Fonte: Weng et al, 2021.
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Um estudo realizado por Liu et al* utilizou da técnica da
bioimpressdo de pele para gerar modelos da doenca de dermatite
atopica com o objetivo de estudar essa condicdo e possiveis tratamentos
para ela.

A dermatite atdpica é uma doenca inflamatéria complexa. Durante
o inicio e a progressao, células imunes do tipo Th2 sdo ativadas pela
presenca de determinado alérgeno e levam a ativacdo subsequente de
vias de sinalizacdo inflamatéria a partir da secrecdo de citocinas pro
inflamatérias. O feedback positivo das vias leva a producao exacerbada
desses tipos de citocinas na condicdo crbnica. Algumas das citocinas
envolvidas incluem a IL-13 e IL-4 e uma das principais vias de
sinalizacdo envolvidas € a JAK-STAT. Nela, ao ocorrer ligacdo da
citocina pro inflamatoria no receptor, as quinases JAK1l e JAK3 séao
ativadas e fosforilam o fator de transcricdo STAT6, que vai induzir a
transcricdo de diversos genes relacionados a acdo dessa citocina.
Diferentes estudos atualmente consideram essa via como o melhor alvo
terapéutico para a doenca, deselvovendo e testando medicamentos que
a inibam para intervir na progressdo da dermatite atopica e resgatar a
funcao barreira da pele.

No estudo, os autores produziram trés tipos de tecidos da pele,
sendo eles a epiderme humana reconstruida (RhE), a pele de espessura
total ndo vascularizada (epiderme e derme; FTS) e vascularizada
(epiderme, derme e rede vascular. VFTS) e testaram os trés como forma
de avaliar o desenvolvimento da doenca e possiveis tratamentos.

Os tecidos bioimpressos foram tratados com a citocina pré
inflamatoria IL-4, que induz a formacéo do fendtipo classico da dermatite
atopica: espacos celulares semelhantes a espongiose, hiperplasia
epitelial e diferenciacéo celular prejudicada. Com o objetivo de analisar a
capacidade de cada tecido de representar a doenca, foi utilizada uma
medida de resisténcia transepitelial de alto rendimento (TEER) para
avaliar a funcdo de barreira dos equivalentes de pele. Os resultados
demonstraram que o0s valores diminuiram drasticamente apds o
tratamento com IL-4 para a FTS e a VFTS, mas nao se alteraram para a

RhE. Além disso, um painel de 21 citocinas e quimiocinas foi medido,
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mostrando que a citocina IL-1la e as quimiocinas eotaxina e CCL17
aumentaram significativamente nos tecidos FTS E VFTS tratados com
IL-4 comparados ao nao tratados. Essa citocina e essas quimiocinas ja
foram reportadas como aumentadas nos pacientes com dermatite
atopica. J& na RhE, ndo foi observado aumento na producdo apos
tratamento com IL-4. Esses resultados trazem o questionamento se
tecidos bioimpressos de pele simplificada sdo modelos relevantes para
andlise de doencas inflamatérias e seus tratamentos e demonstram a
importancia da incorporacdo da camada da derme na pele bioimpressa
para criar um modelo mais similar ao fisiolégico.

Em seguida, os autores usaram 0s modelos para analise de
tratamentos da doenca. O alvo terapéutico em questdo é a via de
sinalizacdo JAK-STAT, que é ativada em pacientes com dermatite
atopica pela presenca de citocinas pro inflamatorias e leva a producéo
de mais citocinas desse tipo, contribuindo para a inflamacao exacerbada.
Foram selecionados para andlise trés inibidores de JAK em estudos
clinicos, sendo eles o ruxolitinibe, o baricitnibe e o tofacitinibe. Os
resultados mostraram que para todos os tratamentos, houve uma
restauracdo da morfologia epidermal, da funcdo barreira e um aumento
da expressao de proteinas de diferenciacdo celular, de juncdes celulares
e juncdo epiderme-derme nos tecidos FTS e VFTS. Ademais, as
citocinas que estavam aumentadas nos tecidos com a doenca foram
diminuidas com os trés tratamentos.

Além dos inibidores de JAK, a acdo do anti-inflamatério
dexametasona também foi analisada. Considerando a restauracdo da
funcdo barreira da pele, os resultados mostraram que os inibidores de
JAK tiveram sucesso em retomar o fenétipo pré-tratamento com IL-4,
sendo que o mais eficaz foi o ruxolitinibe. Entretanto, no tecido tratado
com dexametasona isso ndo ocorreu. Além disso, comparando o0s
tecidos FTS e VFTS, para o VFTS essa restauragdo com o0S
medicamentos inibidores de JAK foi maior. Isso esta representado na

figura 7.
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Figura 7: Comparativo da capacidade de restauracao da funcao barreira
da pele para cada medicamento estudado, considerando os dois tipos de

pele bioimpressa estudados
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Representacdo gréfica da restauracédo da funcdo barreira da pele (TEER) nos
tecidos bioimpressos considerando o vascularizado (VFTS) e nao
vascularizado (FTS) apds tratamento com inibidores de JAK (ruxolitinibe,
baricitinibe e tofacitinibe) e do anti-inflamatério dexametasona

Fonte: Liu et al, 2020

Outra analise realizada no estudo foi a do fendtipo vascular
induzido pela IL-4 no tecido VFTS. Houve reducdo da angiogénese, mas
a rede vascular se manteve estavel nas estruturas impressas. Nos
tecidos tratados com os medicamentos inibidores do JAK e a
dexametasona, ndo houve restauracdo na angiogénese e os inibidores
do JAK levaram a uma diminuicdo na rede vascular nas estruturas
impressas e na producdo de fatores de angiogénese como VEGF-C.
VEGF-D, ICAM-1, VCAM-1 e VEGF-A. Isso demonstra que os inibidores
de JAK possuem um efeito anti-angiogénico e um potencial efeito
adverso de perturbar a estabilidade e viabilidade da rede vascular
dermal.

A partir de todos esses resultados, é possivel concluir que a pele

de espessura total bioimpressa foi capaz de mimetizar o que ocorre na

28



dermatite atopica in vivo. Além disso, os tratamentos que ja estdo em
estudos clinicos tiveram resultados positivos nesse estudo, corroborando
com outros estudos disponiveis na literatura.

Além do uso da técnica de bioimpressédo 3D para andlise da pele,
gue é amplamente utilizada, essa metodologia possui diversas outras
aplicacdes. Por exemplo, diversos autores ja realizaram estudos acerca
da bioimpressdo de tecido hepéatico para andlise da toxicidade
medicamentosa. E o caso do estudo realizado por Nguyen et al*® que
analisaram a possivel toxicidade causada pelos medicamentos mesilato
de trovafloxacino e levofloxacino sobre o figado.

Os autores utilizaram hepatocitos humanos primarios crio
preservados, células estreladas hepaticas e células endoteliais de veia
umbilical humana como base das biotintas usadas na bioimpressao.
Para analisar a qualidade e a viabilidade do uso desse tecido, foram
feitas diferentes caracterizacdes. Primeiramente, 0s autores realizaram
uma caracterizacdo histologica. Os resultados demonstraram que o
tecido hepatico bioimpresso, ao longo de alguns dias, foi capaz de
formar estruturas tridimensionais estaveis, sem a presenca de necrose.
Além disso, houve areas de deposicdo de colageno na regido nao
parenquimal do tecido, expressao da proteina de juncéo intercelular e-
caderina, formacdo de rede de células endoteliais com a presenca de
[limen, evidéncia de um estado de quiescéncia com o microambiente
multicelular tridimensional e presenca de armazenamento de lipideos e
glicogénio. Todos esses itens demonstram a similaridade entre o tecido
bioimpresso e o tecido hepatico in vivo.

Além disso, foi realizada uma caracterizacdo bioquimica durante
28 dias. Nela, foi analisada os niveis de ATP, albumina e de atividade do
citocromo p450. Com relacdo ao ATP, apés o dia 21 os niveis
aumentaram, caracterizando uma atividade metabdlica do tecido
bioimpresso e continua proliferagcdo dos componentes ndo parenquimais.
Com relacdo a albumina, que € um biomarcador para a maturacdo dos
hepatécitos e um indicador geral da capacidade de produgcdo de
proteina, os niveis aumentaram até o dia 14 e depois atingiram um platé

até o dia 21. De acordo com a literatura, esses valores discordam do que
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a cultura simples 2D de hepatécitos demonstra (diminuicdo na producéo
dos dois até o dia 14 e niveis baixissimos de albumina apos esse
periodo). Esses resultados vdo de acordo com os encontrados na
andlise histoldgica, demonstrando a melhor capacidade do tecido
tridimensional bioimpresso de demonstrar o que ocorre in Vivo.

Por fim, foi feita a andlise de RNA mensageiro das enzimas do
citocromo p450. Os resultados demonstraram que ha expressao basal
de enzimas CYP importantes durante os 28 dias de cultura. Para
verificar a atividade enziméatica, foi investigada a habilidade do tecido de
metabolizar o midazolam (substrato da CYP3A4) para 4-
hidroximidazolam. Apés as 4 semanas, houve boa metabolizagdo do
substrato. Além disso, houve um aumento da atividade metabdlica da
CYP3A4 quando exposta a rifampicina, que é um indutordessa enzima.
Esses resultados contribuem para demonstrar a boa funcionalidade do
tecido bioimpresso em mimetizar o que ocorre in vivo e responder a
estimulos.

Apés a caracterizacdo, os autores passaram para a avaliacdo da
toxicidade dos compostos mesilato de trovafloxacino e do levofloxacino.
O mesilato de trovafloxacino é um antibiético que foi retirado do mercado
nos Estados Unidos e na Europa por estar associados a casos de
faléncia hepatica e morte em uma pequena propor¢do de pacientes. E
interessante notar que esse potencial hepatotoxico ndo havia sido
notado nos estudos pré-clinicos. O exato mecanismo da toxicidade €&
desconhecido, mas é sabido que possui relacdo com uma reacéo
inflamatoria. Sendo assim, os autores avaliaram se seria possivel
detectar toxicidade apos o tratamento do tecido bioimpresso com esse
medicamento em doses que previamente ndo demonstraram esse efeito
em culturas 2D e comparar esses efeitos aos do levofloxacino, composto
nao toxico relacionado. Os resultados mostraram que o mesilato de
trovafloxacino levou a uma diminuicdo significativa nos niveis de ATP e
albumina, sendo que para a albumina o efeito foi mais pronunciado (mais
gque 50% de diminuicio mesmo em doses sub-micromolares). O
levofloxacino levou a diminuicdo nos niveis de albumina apenas para a

maior dose testada (100 um) e n&o levou a mudancgas na producgao de
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ATP. Em oposicdo a isso, nos testes em cultura 2D, apenas a dose
maxima (100 pm) de mesilato de trovafloxacino apresentou toxicidade.
Isso demonstra a superioridade do tecido tridimensional bioimpresso em
relacdo a cultura de células bidimensional em prever hepatotoxicidade
clinica. Além disso, foi possivel observar com detalhes os efeitos
histolégicos do mesilato de trovafloxacino, que estdo demonstrados na
figura 8.

Figura 8: Efeitos histologicos do mesilato de trovafloxacino sobre o
tecido bioimpresso
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Efeitos histolégicos do mesilato de trovafloxacino em tecidos hepaticos
bioimpressos em 3D. Coloragdo H&E de um tecido hepatico 3D néo tratado
(Media) ou 100 pM tratado com mesilato de trovafloxacino, com secdes
transversais capturadas em ampliagdo de 10X ou 50X para visualizar
caracteristicas salientes. A analise histolégica mostra perda de adesé&o celular
(seta) e aumento da necrose de hepatdcitos (setas) em tecidos tratados com
mesilato de trovafloxacino.

Fonte: Nguyen et al, 2016

Assim, como mostram os resultados obtidos corroborados com a
figura 8, o tecido bioimpresso 3D teve uma boa capacidade de mimetizar

0 que ocorre in vivo e prever a toxicidade medicamentosa. Sendo assim,
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a perspectiva futura € que o uso dessa metodologia com esse objetivo
ocorra de forma mais generalizada e tenha capacidade cada vez maior
de levar a aprovacao de medicamentos seguros e eficazes.

A técnica de bioimpressdo 3D é muito promissora dentro do
universo da medicina regenerativa, uma vez que, apesar de atualmente
ser realizada apenas a impressdo de tecidos mais simples, essa
tecnologia estd caminhando para um futuro que permite a impresséo de
orgaos complexos e uso deles para transplantes por exemplo. Além
disso, a bioimpressdo 3D possui um papel importante na medicina
personalizada, uma vez que a origem das células pode ser de um
paciente especifico, de forma a se produzir um tecido individualizado
para ele, diminuindo a chance de rejeicdo. Entretanto, ainda existem
alguns desafios envolvendo essa metodologia que precisam ser
superados. Por exemplo, na bioimpresséo de tecidos maiores, a principal
guestdo é o suprimento de oxigénio e nutrientes. Para auxiliar com isso,
as pesquisas estdo caminhando no sentido de inserir vasos sanguineos

nos tecidos bioimpressos.39:40

5. CONCLUSAO

Nas Ultimas décadas, € possivel observar uma crescente
conscientizacao a respeito do uso de animais para experimentacao tanto
na indastria cosmética quanto na farmacéutica. Isso é evidenciado pelo
surgimento de ONGs e instituicbes governamentais que visam
regulamentar e supervisionar os testes realizados em animais. Apesar
de recentemente proibido em diversos paises para a industria cosmética,
incluindo o Brasil, na industria farmacéutica eles ainda séo utilizados.
Entretanto, ha uma busca ativa para o desenvolvimento de metodologias
alternativas que possam diminuir o uso dos animais e no futuro
possivelmente chegar a substitui-los.

Nesse sentido, os modelos 3D tém se mostrado alternativas viaveis e
seguras para serem utilizadas no desenvolvimento de farmacos e em
ensaios pré-clinicos de novos medicamentos, visando avaliar a
seguranca e efichcia de compostos. Eles podem ser divididos

principalmente em trés categorias que estao sendo mais profundamente
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estudadas, analisadas e avaliadas, sendo elas os organoides, 0s 6rgaos
em chips e o uso da técnica de bioimpressao para obtencdo de tecidos
vivos. Cada técnica apresenta suas particularidades, mas de forma geral
elas sdo capazes de mimetizar o funcionamento dos 6rgaos e tecidos in
vivo, permitindo o estudo de doencgas e da acdo de medicamentos.

O futuro para as metodologias alternativas ao uso de modelos
animais no desenvolvimento de farmacos e ensaios pré-clinicos de
novos medicamentos parece promissor. Muitos estudos estdo focando,
por exemplo, no uso dessas técnicas para a medicina personalizada ou
transplante de 6rgdos. Sendo assim, a pesquisa e otimizacdo desse tipo
de tecnologia, além de permitir a redu¢éo no uso de testes em animais, é

uma oportunidade para contribuir com o avanco da ciéncia.
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