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RESUMO

Estratégias de bioengenharia e Novas Abordagens Metodologicas (NAMs) aplicadas
a avaliacado do potencial de sensibilizacdo pulmonar de toxicantes inalados.

Da Silva A. C. G.%; Valadares, M. C.1

!Laboratério de Ensino e Pesquisa em Toxicologia In vitro (Tox In), Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de Goias.

Introducdo: A sensibilizac&o respiratoria abrange um conjunto de doencas inflamatérias
gue se manifestam por meio de hiperresponsividade e limitacdes do fluxo de ar nas vias
aéreas inferiores. Apesar da alergia quimica respiratoria (CRA) induzida por sensibilizantes
de baixo peso molecular (LMW) ser uma grande preocupacdo do ponto de vista de
classificacdo e rotulagem de produtos quimicos, até o momento ndo existem métodos
disponiveis para avaliagdo pré-clinica desse desfecho toxicolégico, uma vez que o0s
mecanismos de toxicidade destes ndo estéo totalmente compreendidos em niveis celular e
molecular. Objetivos: Aplicar diferentes abordagens in vitro e in chemico para determinar
aspectos fisiologicamente relevantes da resposta humana a exposicdo a alérgenos
respiratérios de baixo peso molecular, visando contribuir para a elucidagdo do modo de
acdo dessa classe de toxicantes e posterior avaliagdo considerando o contexto pré-clinico.
Metodologia: Primeiramente, foi verificado o potencial de interacdo de sete sensibilizantes
respiratorios por meio da avaliacdo do perfil espectroscopico da proteina mucina na
presenca e auséncia das substancias avaliadas. Foram também conduzidas avaliagdes de
parametros inflamatérios e funcionais de diferentes tipos celulares do trato respiratério, 0s
quais incluiram células epiteliais bronquicas (BEAS-2B), fibroblastos pulmonares (MRC-5),
células endoteliais (EA.hy926) e monociticas (THP-1), apds exposicdo a concentracdes
sub-citotoxicas de cada sensibilizante. Posteriormente, as linhagens supracitadas foram
reunidas para a construgcdo de um modelo 3D bronquial de co-cultura e expostas a
aerossois do sensibilizante anidrido maleico em interface ar-liquido (ALI), para posterior
avaliacdo conjunta de parametros inflamatoérios e funcionais do tecido. Por fim, foi proposta
a construcao de um modelo epitelial brénquico utilizando como scaffold a parede brénquica
suina descelularizada, para o qual foram estudadas diferentes técnicas de obtencédo da
matriz, bem como o0 comportamento das células epiteliais na mesma.
Resultados/Discussdo: Os resultados demonstraram que apesar de alguns
sensibilizantes interagirem com a mucina, a formacdo do complexo toxicante-mucina nao
demonstrou ser uma caracteristica comum as diferentes classes quimicas de alérgenos.
Em nivel celular, os sensibilizantes quimicos promoveram um aumento significativo na
producédo de IL-8, IL-6 e IL-13 considerando os diferentes tipos celulares avaliados. Os
compostos também reduziram a expressdo de MUCL1 pelas células epiteliais brénquicas
BEAS-2B e promoveram ativacao das células endoteliais EA.hy926, demonstrado por meio
do aumento na deteccéo de ICAM-1 na superficie celular. Tal exposi¢cdo também promoveu
um aumento na expressdo dos marcadores de ativacdo/maturacao de células dendriticas
pela linhagem THP-1. Paralelamente, o0 modelo epitelial 3D de co-cultura foi reconstruido
em ALl agregando os quatro tipos celulares, para o qual a exposicdo aos aerossois de
anidrido maleico desencadeou aumento da producao de biomarcadores inflamatorios, bem
como apoptose no compartimento epitelial e ativacao das células monociticas THP-1. Por
fim, o uso da matriz brénquica suina descelularizada permitiu a reconstru¢cdo do modelo



epitelial utilizando as células Calu-3, as quais expressaram biomarcadores caracteristicos
das vias aéreas ap0s 7 e 14 dias de cultivo em ALI. Conclusdo: Os resultados
demonstraram que os tipos celulares acima referidos estdo certamente envolvidos na via
de efeito adverso da alergia quimica respiratéria, devendo ser considerados mediante o
desenvolvimento de estratégias de avaliacdo de sensibilizantes de baixo peso molecular.
Ademais, a integracdo dos diferentes tipos celulares envolvidos em um Gnico modelo de
co-cultura permitiu a obtencdo de uma resposta tecidual global, bem como possibilitou a
exposicdo a aerossois de sensibilizantes mimetizando de forma mais fidedigna o contato
do trato respiratorio com agressores externos. Por fim, o uso da matriz brénquica
descelularizada como bioscaffold para cultura 3D permitiu a obtengcdo de um modelo
epitelial que apresentou caracteristicas morfolégicas e fenotipicas do epitélio brénquico
humano, representando uma alternativa Util para avaliacdo da resposta pulmonar a
toxicantes inalados. Portanto, trabalho fornece subsidio para a aplicacdo de biomarcadores
inflamatorios e funcionais em nivel celular, bem como de modelos oriundos de estratégias
de bioengenharia para avaliacdo da sensibilizacéo respiratoria em ambito pré-clinico.

Palavras-chave: Sensibilizacdo respiratoria; alergia quimica respiratoria; novas
abordagens metodoldgicas; toxicidade pulmonar; bioengenharia.

Agradecimentos: Laboratério Tox In, CNPqg, CAPES e FINEP.



ABSTRACT

Bioengineering strategies and New Approach Methodologies (NAMs) applied to the
respiratory sensitization potential assessment of inhaled toxicants

Da Silva A. C. G.1: Valadares, M. C.}

!Laboratério de Ensino e Pesquisa em Toxicologia In vitro (Tox In), Faculdade de Farmécia, Universidade
Federal de Goiés.

Introduction: Respiratory sensitization encompasses a group of inflammatory diseases that
manifest through airway hyperresponsiveness and airflow limitation. Although the chemical
respiratory allergy (CRA) induced by Low Molecular Weight (LMW) sensitizers is a major
concern, especially in terms of the regulatory framework, to date there are no methods
available for preclinically addressing this toxicological outcome, as its mechanistic
background is not fully understood at molecular or cellular levels. Objectives: The objective
of this work is to apply several in vitro and in chemico approaches in order to address
physiologically relevant aspects of human response to LMW respiratory allergens, aiming to
contribute to the elucidation of this toxicant class mode of action and further evaluation
regarding the preclinical stage. Methodology: First, we evaluated the interaction between
LMW sensitizers and lung mucus by employing the mucin spectroscopic profile assessment
in the presence and absence of seven chemical respiratory allergens. Then, we performed
the evaluation of inflammatory and functional parameters in different respiratory tract cell
types, including bronchial epithelial (BEAS-2B), lung fibroblasts (MRC-5), endothelial
(EA.hy926) and monocytic cells (THP-1), after exposure to sub-cytotoxic concentrations of
each sensitizer. Following the monolayer cell-based studies, we integrated the four
mentioned cell tupes in a 3D bronchial co-culture model and exposed it to maleic anhydride
aerosols in an air-liquid interface (ALI) for further evaluating inflammatory and functional
tissue parameters. Finally, we also proposed the development of a bronchial epithelial model
using the porcine descellularized bronchial wall as a bioscaffold, for which we evaluated
different obtention methods, as well as the cell behavior when cultivated upon the obtained
matrix. Results/Discussion: The results showed that some of the sensitizers evaluated
interact with mucin, the main protein mucus component, but the toxicant-mucin complex
formation does not seem to be a common feature of different chemical classes of allergens.
At a cellular level, sensitizers promoted an increase in IL-8, IL-6, and IL-1B production in
terms of the different evaluated cell types. It also impaired the MUC1 expression by
bronchial cells BEAS-2B and activated endothelial cells (EA.hy926), thereby increasing the
ICAM-1 surface detection. It has been also demonstrated an increased expression of
dendritic cell activation/maturation surface biomarkers (CD86, HLA-DR and CD11b) in THP-
1 monocytic cells after exposure to chemical allergens. In parallel, the 3D bronchial co-
culture model was successfully reconstructed using by cultivating the four aforementioned
cell types at an ALI, and maleic anhydride aerosols exposure increased the inflammatory
biomarkers production, as well as the apoptosis in epithelial layer and THP-1 dendritic cell
activation. Besides, the decellularized porcine bronchial matrix allowed the cultivation of
Calu-3 cells, which regularly expressed the airway epithelium biomarkers after 7 and 14
days of cultivation in ALI. Conclusion: Taken together, our results showed that these



aforementioned cell types participate in the CRA Adverse Outcome Pathway and must be
considered when developing testing strategies. The integration of different cell types in an
unique co-culture model allowed the obtention of a global toxicant response, enabling the
aerosol exposure, which emulates more realistically the airway contact with external
aggressors. Finally, the 3D bronchial bioscaffold yielded the obtention of an epithelial model
that morphologically and phenotypically resembles human airway epithelium, being a useful
alternative for addressing lung response to inhaled toxicants. Thus, the work subsidizes the
employment of inflammatory and functional biomarkers, as well as of bioengineering-derived
in vitro models for addressing the respiratory sensitization potential of LMW allergens at a
preclinical stage.

Keywords: Respiratory sensitization; chemical respiratory allergy; new approach
methodologies; pulmonary toxicity; bioengineering.

Acknowledgements: Laboratério Tox In, CNPq, CAPES e FINEP.



1 INTRODUGAO

1.1 — Sistema respiratério

O sistema respiratorio abrange um conjunto de 6rgdos e regibes anatdbmicas
responsaveis pelo condicionamento do ar inalado, bem como pela realizacdo de trocas
gasosas visando a oxigenacao sanguinea a nivel pulmonar. Anatomicamente, esse sistema
é dividido em vias aéreas superiores, as quais abrangem o nariz, laringe, faringe, e traqueia,
bem como inferiores, que por sua vez incluem os brénquios principais direito e esquerdo, a
arvore brénquica e os pulmdes (Figura 1) (GOULD; DYER, 2011).

A entrada do ar no sistema respiratorio se inicia pela cavidade nasal, a qual possui
estrutura 6sseo-cartilaginosa provida de pelos que atuam na filtragem inicial de particulas
grandes, bem como uma extensa rede vascular que permite a umidificacdo e aquecimento
do ar inalado. Posteriormente, o ar passa pela faringe e alcanca a laringe, a qual € coberta
pela cartilagem epiglética e abriga as cordas vocais, que mediante vibracdo permitem a
ocorréncia do fenbmeno da fala. Mais inferiormente, o ar percorre a traqueia, que consiste
em um cilindro fibroso recoberto por semianéis de cartilagem hialina e se divide nos
bronquios principais direito e esquerdo. Por fim, o ar alcanga os bronquios segmentares,
bronquiolos e os sacos alveolares, onde ocorrem as trocas gasosas propriamente ditas
(Figura 1) (MCLAFFERTY et al. 2013).

A nivel celular, o sistema respiratério possui um diverso repertdrio de células, os quais
podem variar substancialmente considerando a regido analisada. As vias aéreas superiores
e inferiores séo recobertas por um epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado, que por sua
vez € composto por células colunares ciliadas e ndo-ciliadas, bem como por células basais
de renovacdo (Figura 2). As células ndo-ciliadas, por sua vez incluem células de Clara,
caliciformes, serosas e indeterminadas, as quais possuem a funcgéo principal de producao
e secrecdo de muco, podendo também se diferenciar em células ciliadas mediante
necessidade. Conforme a &rvore brbnquica se ramifica, o epitélio sofre algumas
modificagcdes, principalmente relacionadas a altura das células epiteliais, as quais tornam-
se mais baixas partindo da tranqueia até os bronquiolos terminais. A partir da regido

bronquiolar, é possivel observar ainda uma camada de musculo liso que circunda a luz
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brénquica, responsavel por regular os processos de broncoconstricdo e broncodilatacdo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; SHAMI; EVANS, 2015).

Figura 1: Representacdo esquemaética da anatomia e histologia do sistema respiratério humano.
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Fonte: SILVA, 2022.
Criado na plataforma BioRender.com

A regido alveolar, por sua vez, € recoberta por células epiteliais denominadas
pneumacitos tipo | e I, onde as primeiras recobrem de 93 a 97% do parénquima pulmonar
e mantém estruturada a barreira hemato-aérea, e as segundas sao responsaveis pela
producdo de surfactante pulmonar, o qual € composto basicamente por proteinas e
fosfolipideos e impedem o colabamento da cavidade alveolar durante o processo de
expiracdo, além de reduzir a tensdo superficial destes diminuindo a for¢ca necesséaria na
inspiracdo. Do outro lado da barreira, encontram-se as células endoteliais, as quais
revestem os capilares pulmonares e estdo em contato intimo com o sangue circulante. No
total, estima-se que o parénquima pulmonar possua em média 300 milhdes de alvéolos, o0
gue faz com que a superficie disponivel para a ocorréncia de trocas gasosas seja de
aproximadamente 140m? (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Por esse motivo, a via
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pulmonar é uma rota consideravel de exposi¢do a toxicantes inalados, uma vez que ao
chegar a regido alveolar estes podem ser extensivamente absorvidos e atingir a circulacédo
sisttmica (NEWMAN, 2017).

Figura 2: Fotomicrografia representativa do epitélio de revestimento das vias aéreas, apontando os
principais tipos celulares e estruturas histolégicas encontrados nesse tecido. Coloragao:
hematoxilina/eosina. Aumento: 200x.
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Fonte: SILVA, 2022.

Por se tratar de uma porta de entrada para diversos agressores externos, o sistema
respiratorio expressa constitutivamente diversos elementos da resposta imune inata,
incorporando diversas barreiras biolégicas que protegem o organismo contra agentes
ambientais. As vias aéreas sao recobertas por uma fina camada de muco, que associada
aos cilios presentes na porcao apical das células colunares formam o sistema de depuragao
mucociliar, fundamental para capturar e redirecionar particulas inaladas para a faringe, de
modo a serem expelidas ou deglutidas. Particulas inferiores a 1um de diametro conseguem,
contudo, adentrar a porcao respiratoria dos pulmdes, onde podem ser neutralizadas por
componentes solUveis (imunoglobulinas, componentes do sistema complemento e
defensinas), bem como por células fagociticas, que por sua vez sao capazes de reconhecer
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) (SHAMI; EVANS, 2015).

Além de micro-organismos patogénicos, substancias quimicas podem também ser
inaladas e desencadear efeitos nocivos a nivel local ou sistémico, a depender de sua forma
fisica (particulas, aerossois ou vapores), bem como de suas propriedades fisico-quimicas.

Esses fatores em conjunto determinam a profundidade que determinada substancia adentra
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na arvore brénquica, bem como a capacidade de ser depurada pela barreira respiratéria ou
adentrar a via sistémica por meio da absorcdo ao nivel da barreira alveolar (CLIPPINGER
et al. 2018).

1.2 — Sensibilizac&o respiratoria

As doencas alérgicas respiratérias abrangem um conjunto de patologias
desencadeadas pela exposicéo a alérgenos, caracterizadas pela fase de sensibilizacdo do
trato respiratorio e, posteriormente, pela fase de elicitacdo da resposta alérgica frente a um
novo contato com o agente sensibilizante. Clinicamente, a alergia respiratéria pode se
manifestar sob a forma de rinite alérgica, rino-conjuntivite, sinusite, asma e alveolite
extrinseca alérgica (HOLGATE; POLOSA, 2008; SEED et al. 2015).

No contexto das doencas pulmonares quimicamente induzidas, a sensibilizagao
respiratoria pode ser definida como o primeiro estagio, o qual consiste em uma reacao de
hipersensibilidade mediada pelo sistema imune apds exposicdo a uma determinada
substancia. A alergia quimica respiratéria, por sua vez, acontece mediante a ocorréncia de
exposi¢des repetidas do individuo a um dado alérgeno quimico, resultando na maioria das
vezes em asma e rinite, as quais frequentemente podem ser associadas ao ambiente
ocupacional (LUMMUS et al. 2011).

Dentre as doencas respiratorias alérgicas induzidas por substancias quimicas, a asma
€ a principal manifestacao clinica associada com aumento da morbidade. Estima-se que a
asma quimicamente induzida represente de 10 a 20% dos casos de hiperresponsividade
brébnquica em individuos adultos, a qual tem sido associada principalmente a exposi¢ao
ocupacional de trabalhadores, resultando nos perfis clinicos de asma exacerbada pelo
ambiente de trabalho (Work-exacerbated asthma — WEA) e asma ocupacional (AO)
(MAESTRELLI et al. 2020). Clinicamente, as manifesta¢cdes da WEA e AO abrangem desde
sintomas leves que incluem tosse seca periddica e aumento do esforgo respiratério no
trabalho, até sintomas mais graves como sibilos, tosses prolongadas, aperto no peito,
dispneia e falta de ar que podem persistir mesmo fora do ambiente ocupacional
(LOMBARDO; BALMES, 2000).

Os alérgenos respiratorios causadores desse conjunto de doencas podem ser
estruturalmente classificados em dois grandes grupos, compreendendo os sensibilizantes
de alto peso molecular (HMW — High Molecular Weight) e de baixo peso molecular (LMW —
Low Molecular Weight). Os alérgenos HMW possuem peso molecular superior a 10.000 Da,

sdo em sua maioria derivados de proteinas e geralmente desencadeiam uma resposta
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imune mediada por IgE. Os alérgenos de baixo peso molecular, por outro lado, possuem
estrutura quimica definida com peso molecular inferior a 1000 Da (LUMMUS et al. 2011).
Ambos os tipos de sensibilizantes respiratorios tém sido frequentemente associados a
ocorréncia de asma ocupacional em individuos que se expéem rotineiramente aos mesmos
no ambiente de trabalho, de modo que evidéncias apontam para o fato de que a asma
induzida por alérgenos de baixo peso molecular pode ser mais severa do que a induzida
por sensibilizantes de alto peso molecular, culminando em um maior grau de hiper
responsividade brénquica (MECA et al. 2016).

Nesse contexto, os sensibilizantes de baixo peso molecular sdo os agentes de maior
preocupacdao no que se diz respeito a avaliacdo de toxicidade respiratéria. Esses toxicantes
podem atuar por meio de mecanismos imunoldgicos e ndo-imunolégicos, de forma que os
primeiros atuam por meio da sensibilizacdo e ativacdo de mecanismos mediados pelo
sistema imune, enquanto os segundos promovem efeitos irritativos sobre o trato
respiratorio, levando a uma responsividade reflexa dos pulmées (PEMBERTON et al. 2021).
N&o obstante, independentemente do tipo de mecanismo de acdo, os sensibilizantes
respiratorios LMW sao classificados como substancias de alto nivel de preocupacéo (do
inglés Substances of Very High Concern — SVHC) pela agéncia europeia de substancias
guimicas (European Chemical Agency - ECHA), de modo que a legislacdo do REACH
europeu estabelece que as normas para classificacdo e rotulagem dessas substancias
devem seguir os mesmos critérios adotados para agentes carcinogénicos, teratogénicos e
mutagénicos (EC 2006; ECHA 2017). Dentre as principais classes quimicas de compostos
identificados como sensibilizantes respiratorios, estdo incluidos anidridos acidos,
diisocianatos, sais halogenados de platina, acrilatos, persulfatos e alguns corantes reativos
(KIMBER et al. 2014; ARTS 2020).

Apesar dos restritos requerimentos regulatorios acerca dos sensibilizantes pulmonares,
até o momento ndo existem metodologias validadas para avaliacdo pré-clinica dessa classe
de toxicantes. Atualmente, menos de uma centena de compostos foram completamente
caracterizados como sensibilizantes respiratorios, de forma que a grande maioria das
classificagdes advieram de observacgdes epidemioldgicas e relatos de asma quimicamente
induzidas em trabalhadores expostos aos mesmos (ARTS 2020). Contudo, tais dados
devem ser avaliados de forma extensivamente cuidadosa, de modo a se considerar o
histérico prévio de doencas/exposicdo a xenobiodticos de cada individuo, bem como

associar avaliacdes clinicas e laboratoriais de parametros que permitam o estabelecimento
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de nexo causal entre o desenvolvimento da patologia e a exposicéo a determinado toxicante
(PEMBERTON et al. 2021).

1.2.1 — Via de efeito adverso da sensibilizacdo respiratoria

Por definicdo, as vias de efeito adverso, também chamadas de AOP (do inglés
Adverse Outcome Pathway) descrevem sequéncias l|ogicas de eventos biologicos
sucessivos gue sao iniciados apos a exposi¢cdo a um determinado toxicante, 0s quais estao
interconectados entre si e resultam em um desfecho toxicologico especifico (OECD, 2018).
Em outras palavras, os AOPs descrevem como determinados eventos-chave se
correlacionam entre si desde a perturbacdo inicial de um sistema biolégico até a ocorréncia
de um desfecho de toxicidade especifico (OECD, 2018). Os eventos-chave, por sua vez,
podem ser definidos como respostas biolégicas mensuraveis que sdo desencadeadas pelo
contato inicial com o agente toxico, 0s quais sdo essenciais para a progressao do efeito
adverso e, consequentemente, para a ocorréncia do desfecho de toxicidade avaliado
(FITZGERALD, 2020). Conforme descrito na Figura 3, para que um efeito adverso
aconteca, € mandatoria a ocorréncia de um evento de iniciacdo molecular (MIE — Molecular
Initiation Event), que consiste na interag&o inicial do toxicante com um alvo molecular
especifico, o qual é seguido por sucessivos eventos-chave que geralmente envolvem
respostas celulares especificas e culmina em uma resposta biolégica mensuravel a nivel
tecidual (FIZGERALD, 2020; SPINU et al. 2020).

A descricdo de AOPs para diferentes desfechos toxicologicos especificos se tornou
a base da toxicologia experimental e mecanistica contemporanea, a qual também tem sido
chamada por alguns autores de “Toxicologia do Século XXI”. Desde a publicagdo do
relatério intitulado “Toxicity Testing in the 21st Century: A Vision and a Strategy” pela
Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos em 2007 (US NRC, 2007), que
estimula a adogéo de estratégias inovadoras de avaliagéo toxicologica em substituicdo aos
modelos animais tradicionalmente empregados para essa finalidade, varios tem sido os
avancos feitos no campo da elucidacédo dos mecanismos de acao que compdem as vias de
efeito adverso. Até o momento, mais de 400 AOPs estdo em construcdo na base de dados
AOP-Wiki da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD), os quais

incluem distintos desfechos toxicoldgicos (AOP Wiki, 2022).
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Figura 3: Representacdo esquematica das etapas que constituem as vias de efeito adverso ap0os
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A exemplo de como a elucidacdo de AOPs pode contribuir para a substituicdo dos
modelos animais por métodos mais preditivos em toxicologia, bem como na tomada de
decisbes nos ambitos cientifico e regulatorio, vale ressaltar brevemente o histérico da
avaliacdo de sensibilizacdo dérmica de produtos. Os primeiros ensaios propostos para
avaliacdo do potencial de alergenicidade cutéanea eram baseados no uso de roedores (DE
AVILA, LINDSET, VALADARES, 2019). O teste de Buehler (BT) e o Guinea Pig
Maximisation Test (GPMT) tém como principio a administracdo topica/intradérmica do
material teste em porcos-da-india, a qual é seguida por um periodo de descanso de 10-14
dias, com uma sucessiva exposi¢cdo, de modo que o desfecho avaliado sdo as reacdes
cutdneas na pele dos animais, incluindo principalmente reacdes edematosas e
eritematosas (OECD, 2022a). Por outro lado, o Local Lymph Node Assay (LLNA) se baseia
na aplicacdo da substancia-teste na regido auricular de camundongos por trés dias
consecutivos, de modo que no sexto dia de estudo é feita a mensuracao da proliferacao
celular nos linfonodos auriculares drenantes dos animais. Com base no perfil de
proliferacé@o das células do grupo tratado em relagéo ao grupo controle, é possivel calcular
o indice de Estimulac&o (SI) do material-teste, o qual é considerado alergénico caso induza
um valor 23 (OECD, 2010).
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Em 2012 a OECD publicou o documento N°. 168 que pontua as evidéncias cientificas
para a descricao dos eventos-chave da via de efeito adverso da sensibilizacdo dérmica.
Conforme descrito no documento, os eventos-chave da dermatite de contato alérgica
induzida por substancias quimicas incluem 1) ligacao covalente de substancias eletrofilicas
a centros nucleofilicos das proteinas da pele, 2) producdo de mediadores inflamatoérios e
modulacao transcricional de elementos da resposta antioxidante por queratindcitos, 3)
ativacdo e migracdo de células dendriticas e 4) ativacdo e proliferacdo de linfocitos-T
(OECD, 2014). A elucidacao dos mecanismos supracitados possibilitou o desenvolvimento
de métodos in chemico e in vitro para avaliacdo pré-clinica de substancias isoladas e
misturas, os quais foram validados por agéncias reguladoras internacionais e hoje integram
0s guias de teste 442C (evento-chave 1) (OECD, 2022b), 442D (evento-chave 2) (OECD,
2022c) e 442E (evento-chave 3) (OECD, 2022d) da OECD. Apesar dos numerosos avangos
gue tais metodologias proporcionaram para avaliacdo de toxicidade cutanea de produtos,
€ importante salientar que um Unico ensaio néo é capaz de substituir os testes em animais
se utilizado isoladamente. Portanto, em 2021 a OECD publicou o guia No. 497, que dispde
sobre abordagens definidas para avaliagdo de alergenicidade utilizando os guias de teste
acima mencionados (OECD, 2021). De acordo com o documento, a integracdo de trés
ensaios in chemico/in vitro que levem a obtencdo de pelo menos dois ensaios
concordantes, estratégia “2 out 3”, permite a identificagdo de sensibilizantes com exatidao
global superior ao ensaio in vivo de LLNA (OECD, 2021). Apesar de algumas limitacbes
para avaliacdo da poténcia de alérgenos quimicos, o uso de tais metodologias permite a
substituicdo ou, em casos especificos, uma reducdo consideravel do numero de animais,
gerando resultados com maior relevancia fisiologica para seres humanos.

A exemplo do AOP de alergenicidade cutanea, em 2017 Sullivan e colaboradores
propuseram uma via de efeito adverso baseada em evidéncias para a sensibilizagéo
respiratoria. Conforme descrito por tais autores, assim como ocorre para a dermatite de
contato alérgica, a sensibilizacdo do trato respiratério advém da ocorréncia de quatro
eventos-chave, incluindo 1) ligacdo covalente a proteinas, 2) producdo de citocinas
inflamatorias por elementos celulares da imunidade inata, 3) ativacao e migracao de células
dendriticas e 4) proliferacao e polarizacao de linfocitos T (SULLIVAN et al. 2017).

O processo de haptenizacdo constitui 0 evento de iniciacdo molecular da
sensibilizacdo pulmonar e consiste na ligagdo covalente do toxicante com uma biomolécula,
de modo que o complexo toxicante-peptideo passa a ser reconhecido pelo sistema imune
(LEPOITTEVIN, 2006). A capacidade de um sensibilizante em estabelecer uma ligagcéo
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permanente com subunidades proteicas estd associada, principalmente, ao grau de
eletrofilicidade. No caso dos sensibilizantes respiratérios, oS mesmos promovem
predominantemente reacdes de acilagcdo, substituicdo nucleofilica alifatica, substituicao
nucleofilica aromatica, adicdo de Michael e formacdo de bases de Schiff com alvos
protéicos (ENOCH et al. 2012). Apesar de alguns autores afirmarem a existéncia de uma
predilecao reacional de sensibilizantes respiratorios por residuos de lisina, enquanto 0s
dérmicos reagiriam preferencialmente com residuos de cisteina (HOPKINS et al. 2005;
LALKO et al. 2013), estudos recentes demonstram que tal regra aplica-se apenas a
algumas classes quimicas, ndo estando esse mecanismo atrelado a diferenciacdo de
alérgenos pulmonares e cutaneos (KRUTZ et al. 2021). Além disso, vale ressaltar que os
sensibilizantes podem atuar diretamente sobre alvos proteicos, ou requererem ainda
ativacdo prévia para a formacdo do complexo hapteno-proteina. Os chamados pré-
haptenos sédo convertidos abioticamente a haptenos por fatores fisico-quimicos, incluindo
radiacdo ultravioleta, temperatura, exposicdo ao oxigénio, enquanto os pro-haptenos
requerem metabolizacdo para serem ativados e se ligarem as biomoléculas
(LEPOITTEVIN, 2006).

Apo6s a ocorréncia do evento de iniciagdo molecular, o segundo evento-chave
proposto foi a resposta inflamatdria de elementos da resposta imune inata em decorréncia
da formag&o do complexo toxicante-proteina. Contudo, diferentemente da via de efeito
adverso da sensibilizagdo dérmica onde sabe-se que a via Nrf2-Keapl é
predominantemente regulada em queratinocitos apds exposi¢ao a sensibilizantes cutaneos
(HELOU et al. 2019), no caso de alérgenos respiratorios ainda néo estdo estabelecidos os
mecanismos predominantes que regulam a resposta imune inata frente tal exposicéo
(SULLIVAN et al. 2017). Considerando que o sistema respiratério é a porta de entrada do
ar inalado para o organismo, o qual pode trazer consigo uma ampla gama de substancias
nocivas e patodgenos, e tecido pulmonar expressa constitutivamente diversos elementos
humorais e celulares da resposta imune inata visando a protecdo contra agressores
externos, como por exemplo proteinas de defesa (mucinas, defensinas e colectinas) e
citocinas inflamatorias produzidas por células epiteliais (IL-6, CXCL8, IL-13, GM-CSF e G-
CSF) (PARKER; PRINCE, 2011; HARTL et al. 2018). Nesse contexto, o epitélio de
revestimento desempenha um papel primordial no reconhecimento inicial de diferentes
tipos de dano induzidos na arvore brénquica, o qual ocorre principalmente por diferentes
classes de receptores celulares que atuam no reconhecimento de padrées moleculares

especificos, sendo eles os receptores toll-like (TLRs) e os da familia nucleotide- binding
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domain leucine-rich repeat containing receptor (NLRs). Esses receptores atuam no
reconhecimento de Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPSs) e também de
Padrbes Moleculares Associados a Perigo (DAMPS), os quais permitem o reconhecimento
de micro-organismos patogénicos e elementos oriundos de dano tecidual (MARTIN;
FREVERT, 2005; PARKER; PRINCE, 2011; HARTL et al. 2018).

No contexto da via de efeito adverso da sensibilizagcdo pulmonar, acredita-se que a
ativacdo de tais elementos celulares da resposta imune inata possua uma contribuicao
determinante para o microambiente inflamatério que desencadeia a alergia quimica
respiratoria, dado que tais estimulos podem, por exemplo, modular a ativacdo de células
dendriticas, interferindo na posterior polarizacdo da resposta imune no momento da
apresentacao antigénica (HOLGATE et al. 2012). Apesar de a grande maioria dos dados
estarem limitados a poucas classes quimicas e a um restrito numero de tipos celulares
avaliados, existem descritos na literatura relatos da influéncia de sensibilizantes
pulmonares quimicos sobre elementos da resposta imune inata.

O principal modelo celular empregado para tais avaliacdes sao as células epiteliais
do trato respiratorio, para os quais ja foram documentadas alteracdes induzidas por
alérgenos quimicos incluindo aumento na producéo de IL-8 (LEE et al. 2003; OGAWA ET
AL., 2006; JIAO ET AL., 2021), ativacao da transcricdo de genes regulados pelo fator Nrf-
2 (REMY et al. 2014), alteragbes na morfologia ciliar (LANGE et al. 1999), ativacao das vias
da caspase-9 e PTEN (VERSTRAELEN et al. 2009) e mudancas nas vias de sinalizagao
do citoesqueleto (DIK et al. 2015). N&o obstante, apesar da fungédo primordial da porcao
epitelial na resposta a agressores, a fisiopatologia da alergia quimica respiratéria
indubitavelmente envolve outros tipos celulares que participam tanto da fase de iniciacao
guando da fase de elicitacdo, para os quais o efeito de alérgenos quimicos respiratérios
ainda nao esta descrito (VERSTRAELEN et al. 2009).

O terceiro evento-chave proposto para a sensibilizacdo respiratoria consiste na
ativacdo/migracdo de ceélulas dendriticas. As células dendriticas (CDs) consistem em
populacdes celulares derivadas da medula éssea que podem ser encontradas no sangue
circulante, bem como em tecidos periféricos e 6rgaos linfoides, capazes de reconhecer e
processar DAMPs e PAMPs para posterior apresentacao a linfécitos T naive via moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), além de expressarem receptores de
co-estimulacdo (CD54, CD80 e CD86). As CDs constituem o principal elemento que liga a
imunidade inata a adaptativa, sendo um componente determinante na polarizacdo da
resposta dos linfocitos T para um perfil Thl, Th2 ou Th17 (COLLIN; BIGLEY, 2018).
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No que tange os mecanismos da dermatite de contato alérgica, a participacdo da
CDs ja foi detalhadamente estudada, de modo que os principais endpoints mensuraveis
gue refletem a participacéo desse tipo celular nesse processo sdo o aumento na producéo
de IL-8 e a expressao dos receptores de superficie com funcéo co-estimulatéria CD86 e
CD54 em resposta a exposicdo a sensibilizantes dérmicos (MITJANS ET AL., 2008;
MITJANS ET AL., 2010; OECD, 2022d). Para os sensibilizantes respiratérios, por outro
lado, também j& foram documentadas alteracdes no estado de maturacéo/ativacdo em
diferentes modelos de CDs, incluindo aumento na expresséao de CD86/CD54 (SAKAGUCHI
ET AL., 2009; ASHIKAGA ET AL., 2010), modulacéao transcricional de genes relacionados
a fosforilagdo oxidativa (FORRERYD et al. 2015), alteracdes no balanco de oxido-reducao
(FERREIRA et al. 2018), mudancas no perfil fosfolipidico (MARTINS et al. 2015) e ativagéo
transcricional de vias relacionadas a producgéo de citocinas inflamatoérias (ZELLER et al.
2018).

O quarto e ultimo evento-chave que subsidia o AOP da alergia quimica respiratéria
abrange a ativacao, proliferacdo e polarizagédo de linfécitos-T. Uma vez ativadas, as CDs
migram para linfonodos drenantes que circundam o sitio de contato com o alérgeno e,
nesses orgaos linfoides, realizam a apresentacdo antigénica juntamente com mecanismos
co-estimulatérios para linfocitos-T naive. Com base na intensidade da estimulacdo do
receptor das células T (TCR), nas citocinas produzidas pela célula apresentadora de
antigeno, bem como no microambiente onde a apresenta¢do antigénica ocorre, 0S mesmos
podem se diferenciar em subpopula¢des denominadas T helper 1 (Thl), T helper 2 (Th2)
ou T helper 17 (Th17), os quais tornar-se-do as ceélulas efetoras das imunopatologias de
cunho alérgico (LUMMUS et al. 2015; LAO et al. 2022). As células Thl produzem interferon
gama (IFN-y) como principal citocina efetora e atuam promovendo a produgdo de
imunoglobulinas por linfécitos B que estejam associadas a resposta fagocitica na relacao
patdgeno-hospedeiro (ROMAGNANI, 2004). Os linfécitos Th2, por sua vez, atuam por meio
da producéo de IL-4, IL-5 e IL-13 e estao intimamente associados a fisiopatologia da asma.
As citocinas IL-4 e IL-13 tém sido associadas a mudanca da classe de imunoglobulinas por
linfocitos B de IgM para IgE, enquanto a IL-5 promove diferenciacdo, recrutamento e
ativacao de eosinofilos, contribuindo diretamente para os achados patolégicos eosinofilicos
no pulméao asmatico (LAMBRECHT et al. 2019). As células Th17, por outro lado, atuam
principalmente no recrutamento de neutrofilos, o qual pode ser direto ou indireto mediante
a producédo de IL-8 ou estimulando a producdo dessa quimiocina por células estruturais.

Ademais, tais células estdao também envolvidas no remodelamento das vias aéreas por
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meio da inducao proliferativa de fibras musculares lisas e fibroblastos (LUO et al. 2022)
(Figura 4).

Figura 4. Mecanismo de apresentacdo antigénica aos linfocitos T naive, bem como diferenciacdo

nas diferentes subpopulacdes efetoras Thl, Th2 e Thl7.
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Fonte: SILVA, 2022.
Criado na plataforma BioRender.com

No contexto da avaliacdo da resposta alérgica quimicamente induzida, sabe-se que
os sensibilizantes de contato polarizam uma resposta Thl, enquanto os sensibilizantes
respiratorios desencadeiam um perfil Th2. Contudo, os mecanismos por meio dos quais

essa distincdo acontece a nivel de células T efetoras ndo esté totalmente elucidado até o
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momento, o0 qual pode estar associado ao microambiente presente no momento da
apresentacao antigénica, bem como aos estimulos e co-estimulos fornecidos pelas células
CDs aos linfocitos-T naive (SULLIVAN et al. 2017). Nao obstante, esse se mantém o
evento-chave mais desafiador para a elucidacéo da via de efeito adverso da alergia quimica
respiratoria, uma vez que exposi¢cdes dérmicas também elicitam respostas pulmonares a

alérgenos respiratorios (Arts, 2020) (Figura 5).

Figura 5: Representacdo esquematica da via de efeito adverso da sensibilizacdo respiratoria,

construida com base em evidéncias e proposta por Sullivan et al. (2017).
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Apesar dos numerosos avancos na compreensao dos mecanismos do processo de
sensibilizacdo e inducao de alergia quimica respiratéria obtidos apds a proposi¢cdo do AOP
baseado em evidéncias por Sullivan e colaboradores (2017), até 0 momento ndo existem
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meétodos validados para a avaliacdo desse desfecho toxicologico no ambito pré-clinico.
Uma das principais razfes para justificar esse cenario reside no fato de os mecanismos
imunolégicos que desencadeiam a sensibilizagdo do trato respiratorio ndo estarem
completamente elucidados (Arts, 2020).

Apesar de ter sido construido com base no AOP de sensibilizacdo dérmica, para o
gual os eventos-chave estdo completamente descritos, existem pontos de divergéncia que
fazem com que sensibilizantes respiratorios ndo sejam inequivocadamente identificados em
ensaios para identificagdo de sensibilizantes dérmicos (BASKETTER et al. 2017). Em vista
dos eventos-chave propostos, 0s aspectos divergentes existentes entras duas vias de efeito
adverso incluem: (1) os alvo moleculares dos sensibilizantes respiratorios diferem daqueles
dos sensibilizantes de contato; (2) ndo existem informacdes suficientes sobre a ativagao de
elementos da resposta imune inata por alérgenos respiratorios; (3) apesar de ambos o0s
alérgenos ativarem células dendriticas, ainda ndo se sabe quais subpopula¢des e quais
estimulos s&o produzidos na inducéo por sensibilizantes respiratorios; (4) 0s mecanismos
que favorecem a polarizacdo de uma resposta Th2 por alérgenos respiratorios em
detrimento de uma resposta Thl, como acontece com alérgenos de contato, também nao
estdo compreendidos, estando provavelmente acoplados ao evento-chave 3, onde as
células dendriticas provavelmente produzem co-estimulos que conduzam a esse perfil de
resposta (KIMBER; POOLER; BASKETTER, 2018).

1.3 — Modelos experimentais para avaliagcédo do potencial de sensibilizagcdo pulmonar

de toxicantes

1.3.1 — Modelos in vivo

Tendo em vista que o ensaio de LLNA se baseia na proliferacé@o de linfocitos T ap6s
exposicdo a substancias alergénicas, alguns autores tém proposto a utilizacdo desse
método também para identificacdo de alérgenos respiratorios, além do original dominio de
aplicacdo do mesmo para classificacao de sensibilizantes dérmicos. Apesar do método de
LLNA permitir a identificacdo de sensibilizantes pulmonares, 0s quais promovem um
resultado de Sl superior a 3, 0 mesmo ndo permite a diferenciagcdo de alérgenos
respiratorios e de contato possuindo, portanto, uma sensibilidade de 100% mas uma
especificidade de 0% (DEARMAN; BASKETTER; KIMBER, 2013).
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Considerando que o método convencional de LLNA avalia substancias expostas pela
via cutanea, em 2008 Arts e colaboradores propuseram uma adaptacéo desse ensaio, no
qual realizaram a exposicdo dos animais a sensibilizantes pela via inalatoria, sendo
denominado LLNA respiratério (rLLNA) (ARTS et al. 2008). Com o0 objetivo de avaliar a
influéncia da via de exposicéo tanto no potencial de indu¢do quanto na poténcia da resposta
imune desencadeada por alérgenos quimicos, os autores verificaram nesse método que,
tanto sensibilizantes respiratérios quanto de contato levaram a um aumento na proliferacédo
celular em linfonodos drenantes apds exposicéo pela via inalatéria. O estudo demonstrou,
portanto, que ainda a alteracdo da rota de exposicdo ndo permite uma distincao fidedigna
entre as duas classes de toxicantes (ARTS et al. 2008).

Dadas as limitacdes dos métodos validados para diferenciacdo dos perfis de
resposta de alérgenos de contato e respiratérios, outras abordagens também relatadas na
literatura para avaliacdo de sensibilizantes pulmonares incluem a instilacdo intranasal ou
intratraqueal do toxicante, bem como a sensibilizacdo pela via cutanea, com posterior
mensuracdo nos niveis séricos de IgE e também do perfil de citocinas inflamatérias
produzidos apés exposicao. Apesar de ainda ndo estar claro o papel da IgE no perfil clinico
da alergia quimica respiratdria, algumas classes de sensibilizantes respiratorios promovem
um aumento nos niveis plasmaticos desse biomarcador em alguns modelos animais, o qual
pode estar diretamente relacionado a um perfil de resposta Th2 como ocorre nas reacoes
de hiper-reatividade pulmonar (HILTON et al. 1995; POTTER et al. 1995; MORI et al. 2012).
Por outro lado, alteragdes no perfil de citocinas inflamatérias no sobrenadantes de células
coletadas de linfonodos drenantes demonstram que sensibilizantes respiratorios podem
promover aumento na producdo de marcadores relacionados ao perfil Th2 (IL-4 e IL-10),
enquanto alérgenos de contato induzem aumento na producéo de IFN-y, que por sua vez
se relaciona com o perfil Thl. Entretanto, além de tais alteracbes terem sido detectadas
apenas para sensibilizantes fortes, tal producédo também possui uma baixa resolucéo para
diferenciar ambas as classes de toxicantes, visto que alguns dos alérgenos pulmonares
(Anidrido Trimetilico) também induziram um aumento da producéo de IFN-y (DEARMAN et
al. 1999; VAN OCH et al. 2002). Aumentos nos niveis de citocinas no fluido broncoalveolar
(BAL) de animais desafiados por instilacdo tragueal com sensibilizantes respiratorios
também ja foram relatados, sendo observados aumentos expressivos para as citocinas IL-
4, IL-5, IL-13 e IFN- y (MORI et al. 2012).

Apesar de permitirem a identificacdo de sensibilizantes respiratérios, os modelos in

vivo apresentam limitagbes para a diferenciacdo dessa classe de toxicantes quando
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comparada aos alérgenos de contato. Mesmo com a alteracdo da rota de exposicao pela
via inalatéria, essa abordagem requer o uso de equipamentos especializados e de alto
custo. Considerando as vias intratraqueal e intranasal, o fato de a grande maioria dos
sensibilizantes ser pouco hidrossoliveis demanda o uso de sistemas de
solubilizacdo/dispersdo que podem ser por si SO nocivos ao trato respiratorio do animal,
resultando em uma resposta inflamatdéria no local da administracdo (ARTS; KUPER, 2007).
Além disso, considerando uma abordagem translacional, os resultados obtidos com
modelos de roedores para a predi¢cdo de efeitos sobre o sistema respiratorio humano sdo
de pouca capacidade preditiva. Varias sédo as disparidades anatémicas e fisiol6gicas entre
0 sistema respiratério de ambas as espécies, as quais incluem o padrao de ramificacao
brénquica, a proporcao dos diferentes tipos celulares, 0 modo e taxa de respiracdo, além
das diferencas e especificidades no perfil de resposta imunoldgica (CLIPPINGER et al.
2017).

1.3.2 — Novas abordagens metodologicas (NAMs) aplicadas a avaliacdo de toxicidade
pulmonar

Dadas as limitagbes preditivas e éticas atribuidas aos modelos animais
classicamente empregados para avaliagbes toxicologicas, as chamadas Novas
Abordagens Metodoldgicas, ou do inglés New Approach Methodologies (NAMSs), emergiram
como um conjunto de técnicas e ferramentas que visam substituir os modelos animais
tradicionalmente empregados para essa finalidade. As NAMs abrangem ensaios in
chemico, in silico, ex vivo e in vitro, 0s quais podem ser associados a técnicas de biologia
celular e molecular, métodos analiticos robustos, ferramentas de transcriptémica,
protebmica e metaboldémica, bem como analises de bioinformatica, as quais permitem a
obtencdo de dados mecanisticos robustos acerca do modo de acao toxica de substancias
guimicas e misturas. Tais resultados devem ser analisados de maneira conjunta com dados
ja existentes, possibilitando a tomada de decisdo mediante a avaliagdo de risco de novos
produtos (ECHA, 2016).

Nas duas ultimas décadas, as NAMs tém sido cada vez mais adotadas e aceitas do
ponto de vista regulatério para registro de produtos por agéncias regulatérias de todo o
mundo (AVILA et al. 2020; PISTOLLATO et al. 2021). Por exemplo, a agéncia norte-
americana de protecdo ambiental (Environmental Protection Agency -EPA) declarou que
estd mediando esfor¢os para banir o uso de animais vivos até o ano de 2035 em estudos

pré-clinicos (GRIMM, 2019). Os desfechos toxicolégicos que mais avangaram no uso de
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tais metodologias para fins de registro foram alergenicidade cutanea e irritacdo/corroséao
ocular, para os quais foram publicados pela OECD guias de teste contendo estratégias de
avaliacao integrada para classificagao de produtos sem o uso de modelos animais (OECD,
2021; OECD, 2022¢). Contudo, alguns desafios ainda permeiam o desenvolvimento de tais
metodologias considerando outros endpoints toxicolégicos, como por exemplo o uso de
dados oriundos de modelos animais como referéncia para padronizacao e validacdo das
NAMs podem subestimar sua capacidade preditiva, uma vez que muitos dos dados
experimentalmente obtidos em animais ndo possuem relevancia fisiolégica considerando a
resposta humana (VAN DER ZALM et al. 2022).

Nesse contexto, o principal objetivo é estabelecer parametros de predicdo que
permitam a extrapolagao direta dos dados obtidos empregando-se NAMs com a resposta
humana. Para tal, os principais critérios que garantem a aplicabilidade de uma abordagem
de avaliacdo inovadora em toxicologia incluem (1) dominio de aplicacdo bem definido, (2)
relevancia biolégica do modelo proposto, (3) caracterizacdo técnica e descricdo detalhada
da metodologia de avaliacdo. Tais requisitos associados a um tratamento integro e
transparente dos resultados obtidos garantem a proposicdo de métodos preditivos para a
avaliacao de risco e tomada de decisdes por reguladores e regulados (VAN DER ZALM et
al. 2022).

No contexto da avaliacdo de toxicidade pulmonar, até o momento ndo existem
ferramentas validadas para essa finalidade. Contudo, estdo descritos na literatura varios
métodos que permitem a mensuracédo de efeitos de toxicantes sobre o trato respiratorio, 0s
guais objetivam emular diferentes aspectos da fisiologia respiratéria humana que se
correlacionam com a acao nociva de toxicantes inalados. Nessa sec¢ao, serédo descritas as

principais ferramentas de avaliacao de toxicidade pulmonar que empregam NAMSs.

1.3.2.1 — Modelos de cultura celular em monocamada

A cultura de células é uma das ferramentas mais utilizadas para a realizagdo de
estudos que avaliam diferentes parametros da fungéo celular a nivel de triagem de efeitos.
Até o momento, varios sdo os tipos celulares empregados para avaliacdo de compostos
terapéuticos e téxicos a nivel pulmonar in vitro, incluindo linhagens de origem tumoral,
células primarias e imortalizadas. Dada a multicompartimentalidade do sistema respiratério,
atualmente existem linhagens celulares epiteliais isoladas dos diferentes segmentos deste,
incluindo as porc¢des nasal (RPMI-2650), brénquica (Calu-3, BEAS-2B e 16HBE140-) e
alveolar (A549 e hAELVi) (HIEMSTRA et al. 2018) (Figura 6).
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Figura 6: Principais linhagens celulares epiteliais comercialmente disponiveis oriundas dos

diferentes segmentos do sistema respiratorio.
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Fonte: SILVA, 2022.
Criado na plataforma BioRender.com

As linhagens continuas, de origem tumoral ou ndo, apresentam consideraveis
vantagens em relacdo as células primarias, apresentando um maior indice de proliferacéo,
a auséncia de variabilidade entre doadores, possuem um cultivo de baixo custo relativo e
sdo adequadas para aplicacdo em estratégias de high-throughput screening (HTS)
(HIEMSTRA et al. 2018). As principais representantes desse grupo sdo as células da
porcdo brénquica Calu-3, de origem tumoral, e BEAS-2B, imortalizada por adenovirus
SV40, e alveolar A549, também de origem tumoral. Tais modelos ja foram empregados
para avaliacdo de diversas alteracdes celulares induzidas por toxicantes inalados, incluindo
producdo de biomarcadores inflamatérios (HE et al. 2020), aumento na expressdo de

proteinas do muco (MEAUSOONE et al. 2020), aumento no estresse oxidativo intracelular
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(YAN et al. 2021; WANG et al. 2019), perda da viabilidade mitocondrial (WANG et al. 2019)
e ativacao transcricional de fatores relacionados ao dano celular inflamatoério (ATTAFI et al.
2020).

Outro modelo celular que também pode ser aplicado para tal finalidade séo as células
primarias isoladas diretamente das vias aéreas respiratorias, as quais podem ser obtidas
por meio de bidpsias ou broncoscopia, bem como de fragmentos teciduais obtidos post
mortem ou ainda de bancos de células e empresas de biotecnologia. Apesar de possuirem
uma menor capacidade de expansao in vitro, as células primarias preservam um maior
namero de caracteristicas morfolégicas e funcionais em comparacdo as linhagens
continuas, destacando-se principalmente a capacidade metabdlica por enzimas do
complexo citocromo P450, o que pode ser essencial na avaliacdo de pro-toxicantes (BOEI
et al. 2017). Outra vantagem que torna seu uso interessante é a possibilidade de obtencao
de espécimes celulares de determinados grupos de pacientes, como por exemplo
portadores de doencas pulmonares, para avaliacado dos efeitos de toxicantes sobre grupos
populacionais especificos (HIEMSTRA et al. 2018).

Os modelos de cultura celular baseados em monocamada apresentam limitagcoes
gue podem, por conseguinte, comprometer sua capacidade preditiva em relagéo a alguns
aspectos relacionados a toxicidade pulmonar, como a avaliacdo de um unico tipo celular,
contato intercelular limitado, auséncia de interacbes do tipo célula-matriz extracelular,
auséncia de estimulos mecanicos e a impossibilidade de avaliacdo de parametros
toxicocinéticos/sistémicos (BERUBE, 2011). Além disso, a solubilizacio/dispersdo de
toxicantes no meio de cultura para posterior exposi¢cao das células de forma submersa nao
reflete a cinética de contato do sistema respiratorio com substancias inaladas, as quais
adentram o organismo por meio do ar inalado sob a forma de particulas, gases ou aerossois
(HIEMSTRA et al. 2018).

N&o obstante, apesar das limitagdes fenotipicas e funcionais oriundas dos processos de
tumorigénese ou imortalizacdo, ou da capacidade proliferativa limitada das células
primarias, tais modelos podem ser utilizados de forma bem sucedida para avaliagédo pontual
de efeitos de toxicantes pulmonares, desde que o estudo seja bem delineado e o parametro
celular a ser medido seja expresso de maneira reprodutivel pela linhagem celular de

escolha.
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1.3.2.2 — Modelos de cultura celular em interface ar-liquido (ALI)

Com o objetivo de suprir as limitacbes apresentadas pelos modelos celulares
cultivados em monocamada, os sistemas de cultivo em interface ar-liquido (ALI) emergiram
como opc¢des que mimetizam de modo mais legitimo o constante contato do sistema
respiratorio com o ar inalado. Tais modelos sdo obtidos mediante o cultivo das células
oriundas do trato respiratério em insertos transwell semipermeaveis, 0s quais permitem a
nutricdo destas pela por¢éo basal, enquanto a por¢éo apical permanece em contato com o
ar. Essa configuragdo permite que as células epiteliais adquiram um maior grau de
diferenciacdo, podendo ainda ser expostas aos toxicantes avaliados experimentalmente
sob a forma de particulas, gases ou aerossois que se depositam diretamente sobre a
superficie do tecido reconstruido (Figura 7) (UPADHYAY; PALMBERG, 2018).
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Figura 7: Representacdo esquematica das principais diferencas entre o cultivo celular em
monocamada e interface ar-liquido
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Por possuirem um maior grau de diferenciacdo celular, os modelos cultivados em

ALl podem ser reconstruidos de forma a representarem diferentes porcées do trato
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respiratorio, incluindo a cavidade nasal (SIBINOVSKA et al. 2019), laringe (LUNGOVA et
al. 2019), segmento bronquico (RAYNER et al. 2019) e a parede alveolar (TOLLSTADIUS
et al. 2019). Esses tecidos reconstruidos mimetizam também vérios aspectos morfolégicos
e funcionais dos diferentes compartimentos do sistema pulmonar, para os quais é possivel
avaliar parametros fisioldgicos que abrangem producdo de muco (CAO et al. 2018),
frequéncia de batimentos ciliares (PIQUE et al. 2018), expressdo de enzimas metabdlicas
(BAXTER et al. 2015) e capacidade de regeneracao tecidual (SCHAGEN et al. 2018).
Ademais, € possivel cultivar os modelos em ALl por periodos mais extensos em
comparacdo as células cultivadas em monocamada, o que permite a realizacdo de
exposicoes repetidas para a mensuracdes dos efeitos de forma subaguda/subcrénica
(COZENS et al. 2018; SCHAGEN et al. 2018).

Os tecidos reconstruidos em ALl agregaram aos modelos in vitro os primeiros
atributos para avaliacdo de parametros farmacocinéticos/toxicocinéticos, uma das
caracteristicas mais desafiadoras considerando as abordagens ndo-animais para avaliacao
de efeitos sobre o trato respiratorio, permitindo realizar a estimativa de absorcdo de
compostos através da por¢ao epitelial. Esses sistemas apresentam varias caracteristicas
cruciais para a estimativa da absorcao transepitelial de substancias, incluindo a formacao
de tight junctions com consequente funcdo de barreira intercelular (SIBINOVSKA et al.
2019; FURUBAYASHI et al. 2020), expressédo de transportadores ativos na membrana
plasmatica (NURBAETI et al. 2018), capacidade metabdlica por meio de isoenzimas do
citocromo P450 (FOSTER et al. 2000; BAXTER et al., 2015) e expresséo de receptores
FcRn (BEQUIGNON et al. 2019).

Os modelos de cultivo em ALl podem ser desenvolvidos no proprio laboratorio
mediante o cultivo de células primérias (NHBE) ou continuas (Calu-3, BEAS-2B e A549) em
insertos transwell, bem como adquiridos de empresas de biotecnologia que comercializam
tecidos reconstruidos. Os tecidos comerciais mais utilizados incluem os modelos SmallAir®
e MucilAir® da empresa Epithelix™, bem como o EpiAirway® e EpiAlveolar® da companhia
MatTek™ Life Sciences. Tanto os modelos comerciais quanto os desenvolvidos in house
permitem a avaliacdo de varios parametros inerentes a avaliacdo da resposta a toxicantes
inalados, incluindo a producdo de citocinas inflamatérias, o clearance mucociliar,
citotoxicidade e producdo de defensinas como elementos da resposta imune inata
(BEUBLER et al. 2016; DE SERVI et al. 2017; TRIANTAFILLOU et al. 2018).

Outra limitacdo transposta pelos sistemas de cultivo em ALI foi a possibilidade de

integrar células de diferentes origens em um mesmo componente, visando avaliar a
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comunicacao intercelular mediante diferentes estimulos, dada a pluralidade de tipos
celulares que compdem o trato respiratério (BARKAUSKAS et al. 2017). Estdo descritos
na literatura modelos que integram células epiteliais, endoteliais, monociticas e fibroblastos
pulmonares, os quais podem ser aplicados para avaliacdo de toxicidade pulmonar de
sensibilizantes respiratérios (MIZOGUCHI et al. 2017; CHARY et al. 2018) e materiais
particulados (KLEIN et al. 2013; Fizesan et al. 2019; TIAN et al. 2019).

1.3.2.3 — Human precision-cut Lung Slices (hPCLYS)

As fatias pulmonares de alta preciséo, no inglés Precision-cut Lung Slices (PCLS),
consistem em fragmentos derivados de explantes do parénquima pulmonar que Sao
precisamente seccionados a 100-500um de espessura, 0s quais podem ser mantidos
funcionais e viaveis em condic¢des de cultivo celular por um periodo de curto a médio prazo
(Figura 8). Os modelos PCLS possuem varios atributos que os tornam consideravelmente
relevantes no ambito pré-clinico, uma vez que 0S mesmos preservam toda a
microarquitetura e topografia do tecido pulmonar, bem como as interacfes célula-célula e
célula-matriz extracelular, orquestrando toda a resposta que ocorre a nivel tecidual nos
pulmdes apds um dado estimulo, tanto em condi¢c6es saudaveis quanto patoldgicas (LIU et
al. 2019).

Figura 8: Representagéo esquematica do processo de obtencao das PCLS
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Uma das principais vantagens do modelo de PCLS em relagdo as demais
abordagens mencionadas é a multiplicidade de tipos celulares que esses tecidos trazem
consigo, inclusive o arcabouco de células do sistema imune que proporcionam uma
resposta inflamatéria robusta em casos de exposicdo a imundgenos comumente utilizados

em estudos pré-clinicos, como por exemplo lipopolissacarideo (LPS) e 12-O-
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Tetradecanoylphorbol-13-acetate (PMA) (NEUHAUS et al. 2017; TEMANN et al. 2017).
Ademais, esses modelos preservam ainda a estrutura das vias aéreas menores, bem como
a rede vascular, permitindo a avaliacdo in vitro de parametros que incluem
broncoconstricdo, producdo de muco, integridade ciliar, e vasoconstricdo/vasodilatacdo
(DANOQV et al. 2018; RIEG et al. 2019).

Os modelos de PCLS tém sido extensivamente utilizados principalmente na
compreensdo de mecanismos fisiopatoldégicos de diferentes doencas, bem como na
avaliacdo de parametros que se correlacionem com distintos desfechos clinicos, por
exemplo a broncoconstricdo mediada por IgE que acontece na asma alérgica (KOZIOL-
WHITE et al. 2016), bem como a hiper-responsividade das vias aéreas induzida por
farmacos, como o carbachol e a metacolina (STURTON et al. 2008; DANOV et al. 2018;
KENNEDY et al. 2019).

Uma das principais limitacdes desses modelos € a baixa disponibilidade de tecido
pulmonar humano para obtencao das secc¢des, 0 que depende de uma melhor articulagcéo
entre pesquisadores e médicos para que esse material seja destinado ao setor académico
em condicbes nas quais possa ser utilizado (ALSAFADI et al. 2020). Apesar de varios
autores descreverem a utilizag&o de tecidos oriundos de animais, principalmente roedores,
estudos mostram a existéncia de consideraveis diferencas interespécies, principalmente no
gue tange a expressao de enzimas metabdlicas que podem estar relacionadas a ativacao

de pro-toxicantes e pré-haptenos (YILMAZ et al. 2018).

1.3.3 — Estratégias de bioengenharia aplicadas ao contexto da avaliacdo de toxicidade
pulmonar

Com a mudanca de paradigma imposta pela Toxicologia do Século XXI, houve um
aumento na especificidade dos parametros a serem avaliados por meio das NAMs, de modo
gue modelos mais complexos e fisiologicamente relevantes foram requeridos para viabilizar
a elucidagéo mecanistica do modo de acao de toxicantes. Nesse contexto, a engenharia de
tecidos proporcionou numerosos avancos ha obtencdo de modelos organotipicos
integrando aos métodos in vitro varios aspectos importantes para mimetizar a forma e
funcdo de oOrgdos, incluindo polarizacdo celular, interacdes célula-célula/célula-matriz
extracelular, maior grau de diferenciacéo tecidual e obtencdo de unidades morfofuncionais
de orgéaos e tecidos (LANGER; VACANTI, 2016).

A engenharia de tecidos € um ramo da ciéncia que se dedica a obtencao de tecidos

biologicos artificialmente produzidos em laboratério mediante a combinacéo de fatores que
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incluem células vivas e funcionais, materiais biocompativeis também denominados de
scaffolds, bem como de elementos bioquimicos (fatores de crescimento) e/ou mecéanicos
(sheer stress e movimentos contrateis ciclicos). Essa combinagdo permite recriar tecidos
biomiméticos com maior grau de similaridade com érgdos humanos funcionais, sendo
utilizada tanto para avaliacdo pré-clinica de produtos quanto em medicina regenerativa
(BERTHIAUME; MAGUIRE; YARMUSH, 2011).

1.3.3.1 — Organoides pulmonares

Os organoides pulmonares podem ser definidos como tecidos multicelulares auto-
organizados que mimetizam diferentes partes do trato respiratorio, estabelecendo
interacbes entre os diferentes tipos celulares que sao cruciais para a fisiologia e
funcionalidade tecidual. Tais estruturas podem ser obtidas de diferentes fontes celulares,
incluindo células primarias e células-tronco indiferenciadas, visando recriar diferentes
segmentos do trato respiratorio, incluindo as vias aéreas e a regido alveolar (NADKARNI et
al. 2016; BARKAUSKAS et al. 2017).

Tais organoides sdo os modelos mais bem empregados para o estudo do
desenvolvimento e formacdo embrionaria do sistema respiratério, uma vez que 0
crescimento organotipico pode ser detalhadamente monitorado durante todo o periodo de
cultivo, partindo desde o fendtipo embrionéario até a diferenciacdo terminal de estruturas
ramificadas que refletem o padrdo de ramificagcdo bronquial/alveolar (DYE et al. 2016;
CHEN et al. 2018; MAGRO-LOPEZ et al. 2018). Esses atributos combinados com as
similaridades transcricionais entre os organoides derivados de células-tronco e o pulmao
fetal humano subsidiam seu uso em estudos que compreendem a formagéo, maturagéo e
o desenvolvimento de doencas pulmonares congénitas ou induzidas (DYE et al. 2015).

Considerando a elucidacdo de mecanismos de doencas quimicamente induzidas, 0s
organoides pulmonares sdo uma ferramenta Util para a compreensdo das vias de
sinalizacdo ativadas pela comunicagdo entre células mesenquimais e epiteliais. Até o
momento, ja foram descritas aplicacfes de tais modelos para a elucidacdo de diversos
mecanismos fisiopatoldgicos, incluindo a producdo de biomarcadores relacionados ao
enfisema pulmonar (HU et al. 2020), a interacdo epitelial-mesenquimal durante o reparo do
parénquima (TAN et al. 2019), a fibrose pulmonar (KOBAYASHI et al. 2020) e a
carcinogénese quimica (NARUSE et al. 2020).

Apesar de a grande maioria dos organoides descritos na literatura e aplicados em

tais provas de conceito terem sido produzidos com células de origem animal, atualmente
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existem opc¢des de tipos celulares fisiologicamente mais relevantes para seres humanos,
como é o caso da tecnologia de células-tronco humanas pluripotente induzidas (hiPSCs).
Os modelos produzidos empregando esse tipo de tecnologia ja foram empregados para
mimetizar diversos aspectos de condi¢cdes patolégicas do pulméo, compreendendo a
displasia broncopulmonar (SUCRE et al. 2016), fibrose pulmonar idiopética (STRIKOUDIS
et al. 2019) e a deficiéncia de proteina surfactante B (LEIBEL et al. 2019).

As principais limitagdes para a aplicagcédo dos organoides pulmonares em estudos de
toxicidade sé@o o alto custo para obtencéo, bem como os longos periodos necessarios para
a total diferenciacdo das subpopulacdes celulares, requerendo extensivas etapas de
caracterizacdo e monitoramento de todo o processo. Contudo, os longos periodos de cultivo
necessarios podem também sinalizar a oportunidade de utilizacdo em estudos de toxicidade

subcrdnica, por exemplo, onde maiores tempos de exposi¢do ao toxicante sdo requeridos.

1.3.3.2 — Tecidos pulmonares reconstruidos mediante repovoamento de matrizes
descelularizadas

Uma vez que o comportamento celular in vitro é diretamente modulado pela interacéo
das células com o microambiente no qual estdo ancoradas, um dos principais desafios da
bioengenharia é padronizar scaffolds que recriem a microarquitetura tecidual de
determinado 6rgéo ou tecido, de modo a recriar estruturas morfofuncionais que reflitam a
nanotopografia e a fisiologia de um determinado sistema. Nesse contexto, as matrizes
extracelulares descelularizadas (dECM) emergiram como uma alternativa valiosa que
permite preservar elementos teciduais estruturais que sao fundamentais para a ancoragem
e proliferacdo/diferenciacdo de células adicionadas a tecidos reconstruidos (GILPIN;
YANG, 2017).

O processo de descelularizacao tecidual consiste no uso de diferentes estratégias
para realizar a remoc¢do das células originalmente presentes no tecido utilizando técnicas
enzimaticas, quimicas ou mecanicas as quais preservam, contudo, o arcabouco da matriz
extracelular, permitindo o crescimento de células que venham ser posteriormente
adicionadas na matriz acelular (KEANE; SWINEHART; BADYLAK, 2015). Dentre os
elementos teciduais preservados, destacam-se os diferentes tipos de coldgeno (tipo | e tipo
IV), glicosaminoglicanos (GAGS), glicoproteinas e outras proteinas tecido-especificas que
regulam a sinalizacéo celular (MCCRARY et al. 2020). A preservacao do microcomposicao

tecidual permite, por sua vez, preservar diversas funcdes histofisioldgicas, como por
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exemplo a regulacdo da proliferacdo celular, quimiotaxia, diferenciacdo, bem como
respostas de remodelamento e cicatrizacdo pés-agressao (CRAPO et al. 2011).

O processo de descelularizagao tem sido extensivamente estudado para aplicacoes
no ambito clinico da medicina regenerativa e para aplicacbes em transplantes de 6rgaos,
uma vez que a remoc¢ao de componentes celulares de doadores reduz substancialmente
as chances de rejeicdo pelo individuo receptor devido a incompatibilidades genéticas
(O’NEIL et al. 2013). Contudo, no contexto da avaliagéo pré-clinica de produtos e toxicantes
inalados, a literatura ainda € escassa do que tange o desenvolvimento de modelos
reconstruidos empregando-se essa plataforma tecnoldégica. Em 2015, Melo e
colaboradores desenvolveram um tecido brénquico reconstruido utilizando a parede da
traquéia suina descelularizada, no qual realizaram a co-cultura de células epiteliais
brénquicas, fibroblastos e células endoteliais. Os resultados do estudo demostraram que o
tecido apresentou funcdo de barreira, expressdo de biomarcadores fenotipicos e
polarizacdo celular compativel com o tecido brénquio humano sendo, portanto, aplicavel
para a conducédo de estudos pré-clinicos que contemplem a avaliacdo de parametros das
vias aéreas superiores (MELO et al. 2015).

Até o momento, as principais aplicacbes das matrizes pulmonares descelularizadas
em ambito pré-clinico tém sido associadas a elucidacdo de mecanismos de doencas, para
0s quais ja foram estudados o comportamento celular no carcinoma metastatico (XIONG
et al. 2016), na fibrose pulmonar idiopética (VAN DER VELDEN et al. 2018) e na doenca
pulmonar obstrutiva crénica (WAGNER et al. 2014). Uma vez que esses sistemas de cultivo
permitem recriar diversos aspectos da interacdo entre as células e o microambiente
tecidual, os mesmos podem ser considerados uma estratégia consideravel na obtencéo de
modelos fisiologicamente relevantes para aplicagdo como NAMs visando a substituicao de
animais (MCCRARY et al. 2020).

1.3.3.3 — Sistemas microfisiolégicos

Por definicdo, os sistemas microfisiologicos (MPS) consistem em dispositivos
microfluidicos capazes de simular a biologia humana in vitro na menor escala
biologicamente aceitavel (MARX et al. 2020). Os MPS surgiram com a necessidade de
suprir as limitagdes dos demais modelos in vitro, as quais incluiam principalmente a falta
de atributos dinamicos e mecéanicos, bem como o cultivo em condi¢cfes estaticas que nao
permitiam simular a biodistribuicdo de substancias entre diferentes 6rgéos e tecidos (LEE;
SUNG, 2018).
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A tecnologia de MPS, anteriormente chamada de organs-on-a-chip, adveio de
avancos exponenciais nas técnicas de litografia e fotolitografia (WHITESIDES; STROOCK
2001; SIA; WHITESIDES, 2003), as quais permitiram a obtencao de dispositivos contendo
canais microfabricados que simulam o fluxo sanguineo, habilitando a interconexdo de
diferentes médulos que por sua vez podem conter distintos tecidos reconstruidos ou
organoides, simulando uma resposta sistémica (IMURA; SATO; YOSHIMURA, 2010;
KIMURA; SAKAI; FUJII, 2018; LEE; SUNG, 2018; MITTAL et al. 2019).

No contexto da avaliagdo pulmonar pré-clinica, os modelos de lung-on-a-chip tém se
mostrado Uteis para avaliar parametros teciduais relacionados a fisiologia respiratoria. Em
2010, Huh e colaboradores propuseram um modelo de barreira alveolo-capilar reconstruido
sobre uma membrana de poli(dimetilsiloxano) (PDMS), o qual era povoado com células
epiteliais alveolares e endoteliais paralelamente em diferentes compartimentos. O modelo
era conectado por canais laterais providos de aplicacdo de vacuo intermitente, os quais
permitiam o estiramento da membrana de PDMS de modo a simular o movimento de
expansdo e relaxamento da parede alveolar. Além disso, o canal endotelial era
continuamente perfundido com meio de cultura, enquanto a por¢cao epitelial permaneceu
em contato com o ar (Figura 9). Esse modelo é o que melhor reflete simula in vitro os
principais atributos do tecido alveolar considerando um cenario de relevancia fisiologica, no
qual foi possivel avaliar a producao de citocinas, expressao de biomarcadores de ativacao
endotelial e a transmigracdo de leucdcitos entre os diferentes compartimentos (HUH et al.
2010).
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Figura 9: Representacdo esquematica do modelo de lung-on-a-chip proposto por Huh e
colaboradores (2010).
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Fonte: SILVA, 2022.
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Desde entdo, os MPS que modelam o sistema respiratério tém passado por
diferentes otimizagdes, incluindo o padréo fluidico (LONG et al. 2012), a composicédo da
membrana semipermeéavel (YANG et al. 2018), bem como a simplificacdo da producéo dos
dispositivos por meio de técnicas de impressédo 3D (SHRESTHA et al. 2019). Além disso,
existe ainda a possibilidade de construir esses sistemas com células primérias oriundas de
pacientes, assim como mimetizar a mecanica respiratoria diafragmatica, aumentando o
namero de parametros fisioldgicos abrangidos por tais modelos (STUCKI et al. 2015).

Outro importante aspecto atribuido aos MPS é a possibilidade de avaliacdo de
aspectos farmacocinéticos e toxicocinéticos in vitro. Além de permitirem a investigacao da
deposicao e permeacao transepitelial de particulas e substancias em bicamadas celulares,
existe ainda a possibilidade de integrar organoides dos diferentes segmentos do trato

respiratorio, indo além da abordagem monocompartimental permitida por outros métodos,
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habilitando a predicdo do metabolismo/ativacédo de toxicantes, bem como a mensuracgao de
possiveis efeitos sistémicos oriundos da exposi¢ao pulmonar a xenobiéticos (MOGHADAS
et al. 2018; FROST et al. 2019; FROST et al. 2020).

Apesar dos numerosos avancos que a tecnologia de MPS tem viabilizado no
contexto de avaliacdo de toxicidade pré-clinica, suas principais limitacées incluem a
necessidade de aparatos especificos (chips e equipamentos de bombeamento), o alto custo
e a dificuldade de se compreender a origem dos metabdlitos e biomarcadores solUveis
produzidos dentro dos sistemas, uma vez que todos os tecidos sao perfundidos pelo mesmo
liquido. Tais caracteristicas tém limitado sua aplicacdo, principalmente no ambito da

toxicologia regulatéria, onde um alto nivel de harmonizacao paramétrica € requerido.
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2 OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi empregar estratégias de bioengenharia e Novas

Abordagens Metodoldgicas (NAMs) para a determinacdo de parametros fisiologicamente

relevantes para avaliagdo pré-clinica de sensibilizantes pulmonares de baixo peso

molecular, visando a obtencdo de modelos que possam ser empregados na avaliagao in

vitro de toxicantes inalados.

2.2 — Objetivos especificos

Avaliar o potencial de interacao entre sensibilizantes respiratérios quimicos e 0 muco
pulmonar, por meio do ensaio in chemico de avaliacdo espectroscopica de
complexacdo com mucina,

Avaliar a citotoxicidade de sensibilizantes respiratérios sobre linhagens de células
do sistema pulmonar, contemplando células epiteliais brénquicas (BEAS-2B),
fibroblastos (MRC-5), células endoteliais (EA.hy926) e células monociticas (THP-1);
Avaliar o perfil de citocinas produzido pelas linhagens celulares BEAS-2B, MRC-5,
EA.hy926 e THP-1 nas amostras de lisado e sobrenadante apds exposicdo aos
sensibilizantes respiratorios;

Avaliar a expresséo das proteinas MUC1 e Nrf2 pelas células epiteliais brénquicas
BEAS-2B expostas aos sensibilizantes pulmonares;

Avaliar a expressdo dos marcadores de ativacao/maturacdo de células dendriticas
CD86, HLA-DR e CD11b no modelo de células dendriticas THP-1 apds exposicao
aos sensibilizantes respiratorios;

Avaliar a influéncia da expressédo da molécula de adeséo ICAM-1 pela linhagem de
células endoteliais EA.hy926 exposta aos sensibilizantes pulmonares;

Padronizar a obtencdo e caracterizar um modelo brénquico 3D de co-cultura
empregando as linhagens BEAS-2B, MRC-5, EA.hy926 e THP-1;

Realizar a exposicdo do modelo 3D de co-cultura a aerossois do sensibilizante
anidrido maleico utilizando o sistema de nebulizac&o VitroCell® Cloud 12™, e avaliar

a viabilidade tecidual por meio do método de redu¢éo do MTT,;
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Avaliar o perfil de citocinas global e da linhagem THP-1 presente no compartimento
basal do modelo 3D apds exposicéo a aerossois de anidrido maleico;

Avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio, bem como a atividade de
caspase-3 e a expressao de MUC1 e NF-kB na porcao epitelial do modelo 3D de co-
cultura apos exposi¢cdo aos aerossois de anidrido maleico;

Padronizar a obtencdo de uma matriz bronquica descelularizada empregando-se
diferentes métodos de remog¢do dos componentes celulares;

Avaliar a estrutura tecidual e a composi¢cdo da matriz extracelular dos fragmentos
brébnquicos descelularizados, no que tange a composi¢do de fibras colagenas e
glicosaminoglicanos;

Proceder com o repovoamento da matriz extracelular brénquica com as células
epiteliais Calu-3, bem como avaliar histologicamente o crescimento das mesmas
sobre o bioscaffold,;

Caracterizar o epitélio brébnquico formado pelas células Calu-3, avaliando a
expressao dos biomarcadores pan-citoqueratina, E-caderina e MUC5AC.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 — Delineamento experimental

O presente estudo foi conduzido mediante a execug¢éo de quatro etapas distintas, as
quais incluiram a avaliagdo dos efeitos de sensibilizantes respiratorios de baixo peso
molecular em células ndo imunoldgicas (etapa 1) e monociticas (etapa 2); a obtencao de
um modelo 3D de co-cultura e avaliacdo dos efeitos de aerossois do sensibilizante anidridio
maleico apos exposicdo deste em inteface ar-liquido (etapa 3); padronizar a obtencéo de
uma matriz brénquica suina descelularizada para utilizacdo em bioengenharia de modelos
pulmonares in vitro (etapa 4). O fluxograma das avaliaces realizadas nas diferentes etapas

esta descrito na Figura 10.
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Figura 10: Representagdo esquematica do desenho experimental das diferentes etapas realizada

no presente estudo.
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Avaliar a citotoxiciddade dos sensibilizantes respiratérios sobre as células BEAS-2B,
MRC-5 e EA.hy926

Avaliar o perfil inflamatério das células BEAS-2B, MRC-5 e EA.

Avaliar a expressao dos biomarcadores MUC1 e Nrf2 pelas células epiteliais bronquicas
BEAS-2B

Avaliar a citotoxiciddade dos sensibilizantes respiratérios sobre as células THP-1

Avaliar a expressao dos marcadores de ativacao/maturacao de células dendriticas
CD86, HLA-DR e CD11c

Establecer as condi¢des de obtencao e caracterizar morfologicamente o modelo 3D
mediante co-cultura das linhagens BEAS-2B, MRC-5, EA.hy926 e THP-1 em interface ar-
liquido (ALI)

Avaliar a expressao dos biomarcadores Pan-citoqueratina, MUC1, E-caderina e CD31 no
modelo obtido

Realizar a exposicao do modelo 3D a aerossois do sensibilizante anidrido maleico em
interface ar-liquido utilizando o sistema VitroCell Cloud 12 e avaliar a viabilidade
tecidual

Avaliar o perfil inflamatério do modelo, bem como o estresse oxidativo epitelial e a
expressao dos marcadores MUC1, caspase-3 ativa e NF-kB apos exposicao ao anidrido
maleico

Avaliar a eficiéncia de diferentes métodos de descelularizacao para obtencao do
bioscaffold bronquico suino

Proceder com a caracterizacdo dos componentes da matriz extracelular submetida aos
diferentes processos de descelularizacdo

Realizar o repovoamento da matriz obtidas com as células epiteliais bronquicas Calu-3

Proceder com a caracterizacgao histologica e fenotipica das células Calu-3 cultivadas em
interface ar-liquido sobre o bioscaffold, mediante avaliacdo dos marcadores Pan-
citoqueratina, E-caderina e MUC5AC

Criado na plataforma BioRender.com

Avaliar a expressao da proteina ICAM-1 pelas células endoteliais EA.hy926

61



3.1 - Cultivo celular

As linhagens celulares BEAS-2B, MRC-5, EA.hy926 e THP-1 foram adquiridas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A linhagem de
células epiteliais brénquicas BEAS-2B foi cultivada no meio quimicamente definido
Bronchial Epithelial Basal Medium (BEBM) (Lonza, Basel, Suica) suplementado com
apotransferrina (10 pg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), insulina (20 pg/mL)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), acido retindico (2 uM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), trilodotironina (50 ng/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), epinefrina (2 uM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), extrato de pituitaria bovina (100 pg/mL) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), hidrocortisona (200 ng/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), epidermal growth factor (10 ng/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 1% de
solucdo de Penicilina/Estreptomicina (Gibco, Waltham, MA, EUA). As células BEAS-2B
foram cultivadas em frascos de 75 cm? (Corning, Nova lorque, EUA) previamente revestidos
com solucao de coating composta por fibronectina humana (0,01mg/mL) (Gibco, Waltham,
MA, EUA), albumina de soro bovino (0,01 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e
colageno tipo | de cauda de rato (0,03 mg/mL) (Gibco, Waltham, MA, EUA), na densidade
de 3.000 células/cm?. Ao atingirem cerca de 80% de confluéncia, as células eram lavadas
com 10 mL de Phosphate-buffered saline (PBS) e submetidas a desagregacao quimico-
enzimatica com 2 mL de solucdo de tripsina/EDTA (0,25%/0,53 mM) contendo 0,5% de
polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), por aproximadamente 5
minutos. Apos a dissociacdo, a solugdo enzimatica era inativada mediante a adi¢cdo de 6mL
de meio completo e as células eram coletadas e centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos.
Por fim, as células eram ressuspendidas em 1mL de meio de cultura para posterior
contagem e utilizacdo nos experimentos descritos nas se¢des posteriores, bem como no

subcultivo.

As células de fibroblasto de pulmd&o humano MRC-5 foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High Glucose (DMEM-HG), suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Waltham, MA, EUA), 1% de aminoacidos n&o-
essenciais (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 1% de solugdo de
Penicilina/Estreptomicina. A linhagem MRC-5 foi cultivada em frascos de 75 cm? na
densidade de 1,5x10* células/cm? e mediante 90% de confluéncia, era dissociada
empregando-se 2mL de solucéo de tripsina/EDTA (0,25%/0,53 mM) por aproximadamente
3 minutos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), sendo que a solucdo era inativada

empregando-se 5mL de meio completo. Apds a desagregacao, as células eram coletadas,
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centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos, sendo posteriormente ressuspendidas em 1mL

de meio de cultura para posterior contagem e subcultivo.

A linhagem de células endoteliais humanas EA.hy926 foi mantida em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
suplementado com 10% de SFB e 1% de solucdo de Penicilina/Estreptomicina, sendo
cultivada em frascos de 75cm? e, mediante 90% de confluéncia, eram periodicamente
dissociadas utilizando-se solucdo de tripsina/lEDTA (0,25%/0,53 mM), por
aproximadamente 3 minutos, a qual era inativada com 5mL de meio completo apos total

dissociacao.

As células epiteliais brénquicas Calu-3 foram mantidas em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB, 1% de Penicilina/Estreptomicina, 1% de aminoacidos nao-
essenciais e 0,05 mM de piruvato de sédio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A linhagem
foi mantida em frascos de 75cm? e dissociada periodicamente apdés atingirem 80% de
confluéncia com solucéo de tripsina/EDTA (0,25%/0,53mM) por cerca de 5 minutos, a qual

era inativada com 5 mL de meio completo.

A linhagem de células de leucemia monocitica aguda THP-1 foi cultivada em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) suplementado com 10% de SFB, 1% de
solucdo de Penicilina/Estreptomicina e 0,05mM de 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). As células cresceram em suspensédo na densidade de 2x10° células/mL,

de modo que a densidade celular era usualmente mantida abaixo de 1x10° células/mL.

Todas as linhagens celulares acima referidas foram mantidas em estufa de cultivo
celular a 37°C, atmosfera de 5% de CO2/95% de ar e umidade controlada. A contagem das
células BEAS-2B, EA.hy926 e THP-1 para subcultivo, bem como para utilizacdo nos
experimentos posteriormente descritos era conduzida mediante mistura de 10pL da
suspensao celular com 10pL de solucéo de azul de tripan a 0,2% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), a qual era analisada em contador automatico TC20™ (BioRad, Hercules, CA,
EUA). Para a linhagem MRC-5, por outro lado, a contagem era realizada manualmente em
camara de Neubauer apOs proceder-se com a marcagdo por azul de tripan. Foram
empregadas nos experimentos apenas células com viabilidade celular superior a 90%.
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3.2-Avaliacao dacitotoxicidade dos sensibilizantes respiratorios sobre as linhagens
celulares em monocamada
3.2.1 — Selecédo e preparo dos sensibilizantes respiratorios

No presente estudo, foram avaliadas sete substancias com potencial de
sensibilizagdo pulmonar conhecido e documentado na literatura mediante ensaios in vivo,
bem como baseando-se em estudos observacionais de doencas pulmonares quimicamente
induzidas em humanos mediante exposicao, principalmente em ambiente ocupacional. As
substancias-teste utilizadas estéo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Descri¢cdo dos sensibilizantes respiratérios de baixo peso molecular utilizados como substancias-teste no presente estudo, bem como da

concentracao das solugbes-estoque e do solvente utilizado no preparo dos mesmos.

Abreviagéo

CLT
PIP
GLU
ANM
CLC

CAT

ANT

Substancia

Cloramina-T
Piperazina
Glutaraldeido
Anidrido Maleico
Cloreto Cianurico

Cloreto de Anidrido

Trimetilico

Anidrido Trimetilico

CAS

149358-73-6

110-85-0

111-30-8

108-31-6

108-77-0

1204-28-0

552-30-7

Fabricante

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Amresco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Concentracao da solugao

estoque

10mg/mL
10mg/mL
10mg/mL
2,5mg/mL
1,0mg/mL

100mg/mL

100mg/mL

Solvente

Meio de cultura
Meio de cultura
Meio de cultura
Meio de cultura
Meio de cultura

DMSO

DMSO
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Para tal, as substancias-teste foram preparadas imediatamente antes da exposicao,
de modo que as substancias hidrossoluveis foram solubilizadas no meio de cultura proprio
para cada linhagem celular avaliada. Para as substancias pouco solGveis em meio aquoso,
por outro lado, foi preparada uma solucédo-estoque em DMSO, a qual foi posteriormente
diluida em meio de cultura para exposicédo das células, de modo que a concentracédo de

solvente permanecesse sempre inferior a 0,5%.

3.2.2 — Avaliacao da citotoxicidade das substancias-teste pelo método de reducao do MTT

O efeito citotoxico dos sensibilizantes respiratorios sobre as linhagens utilizadas no
estudo foi avaliado empregando-se o ensaio de reducdo do sal [brometo de 3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio] (MTT), proposto por Mosmann (1983). O principio do
método baseia-se na reducdo do sal de tetrazdlio, o qual é inicialmente hidrossolavel e
possui coloracdo amarela, a formazan, um composto insolivel que possui coloracao
purpura. Tal processo de reducdo ocorre no compartimento matricial mitocondrial de células
viaveis, sendo mediado pela enzima succinato desidrogenase, de modo que a formacgéo do
sal de formazan é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis, o que pode ser

quantificado por espectrofotometria UV/Vis (Figura 11).

Para tal, as linhagens celulares BEAS-2B, MRC-5 e EA.hy926 foram inicialmente
distribuidas em placas de 96 pocos conforme as densidades listadas na Tabela 2, sendo
cultivadas por 24 horas para adesdo. Em seguida, as linhagens foram expostas a oito
concentracdes de cada substancia-teste, as quais foram preparadas no respectivo meio de
cultura de cada linhagem, pelo periodo de 24 horas em estufa de cultivo celular, conforme
ilustrado na Figura 12. A faixa de concentracdo de todas as substancias avaliadas para
cada linhagem celular esta listada na Tabela 2. Apds a exposicdo, 0 meio presente nas
placas foi removido por inversao e as células foram incubadas com 100uL/poco de solucéo
de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) preparado em meio de cultura na
concentracdo de 0,5mg/mL pelo periodo de 3 horas em estufa de cultivo celular. Por fim, o
conteudo dos pocos foi novamente removido por inverséo, e os cristais de formazan foram
solubilizados em 100uL/poco de Dimetilsulfoxido (DMSO), sob agitacdo de 300 RPM por
20 minutos, de modo que a absorbancia do conteddo dos pocos foi determinada em
espectrofotdmetro leitor de placas (Multiskan Spectrum, Thermo Scientific, Waltham, MA,

EUA) no comprimento de onda de 560nm.

Para a linhagem THP-1, por se tratar de uma linhagem em suspenséao, as células
foram distribuidas em placas de 96 pogos com fundo “U” (100uL/poco) e imediatamente
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expostas as substancias-teste nas faixas de concentracdo descritas na Tabela 2. ApGs 24
horas de exposicao, foram adicionados a cada poc¢o 10uL de solucdo de MTT a 5 mg/mL
(concentracgdo final de 0,5mg/mL) e as células foram incubadas em estufa de cultivo celular
por 3 horas. Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 800 RPM por 5 minutos, o
sobrenadante presente nos pocos foi aspirado e o pellet remanescente foi solubilizado em
100pL de DMSO/poco, sob agitacdo de 300 RPM por 20 minutos, e a absorbéancia do
contetdo dos pocos foi determinada conforme descrito anteriormente.

O caélculo da viabilidade celular correspondente a cada concentragdo das
substancias avaliadas foi realizado conforme descrito na Equacédo 1, onde foram obtidos

valores relativos a absorbancia do controle negativo.

Equacao 1: Célculo da viabilidade celular das linhagens BEAS-2B, MRC-5, EA.hy926 e THP-1 mediante

exposicado aos diferentes sensibilizantes respiratérios avaliados.

(Média da absorbancia correspondente a
cada concentragdo — Branco correspondente a cada
D concentracao)
Viabilidade celular (%) = — — - x 100
(%) (Média da absorbancia do controle negativo — Branco
correspondente

ao controle negativo)

Figura 11: Fluxograma do ensaio de citotoxicidade dos sensibilizantes respiratorios de baixo peso
molecular, realizado com as linhagens BEAS-2B, MRC-5, EA.hy926 e THP-1 pelo método de
reducdo do MTT.

Exposicdo a 8

concentragoes dos
sensibilizantes respiratérios
por 24 horas

000060060

Avaliagao da
citotoxicidade

Leitura em
espectrofotometro
a 560nm

Cultivo das

células em placas
de 96 pogos

pelo método de
redugio do MTT

Fonte: SILVA, 2022.

Criado na plataforma BioRender.com
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Figura 12: Representacdo esquematica do ensaio de citotoxicidade realizado para avaliacao dos

sensibilizantes respiratérios empregando-se as linhagens BEAS-2B, MRC-5, EA.hy926 e THP-1,

por meio do método de reducdo do MTT. As células foram distribuidas nos pocos centrais da placa

de 96 pocos, de modo que as linhas e colunas periféricas foram utilizadas como branco para a

leitura espectrofotométrica. As colunas 2 e 11 foram utilizadas como controle negativo e controle de

solvente, quando aplicavel, e as células das colunas 3 — 10 foram expostas a concentragdes

decrescentes da substancia-teste. Os ensaios foram realizados em triplicata, sendo expressos

como a média de trés experimentos independentes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A M BCO | BCO | BCO | BCO | M
Cée Cr7r | C8 | CV
M cée C7 | C8 | CV M
B * * * *
M cCée C7 | C8 | CV M
C * * * *
M cCée C7 | C8 | CV M
D * * * *
M cCée C7 | C8 | CV M
E * * * *
M Cée C7 | C8 | CV M
F * * * *
M Cée C7 | C8 | CV M
G * * * *
H M BCO | BCO | BCO |BCO | M
Cée C7 | C8 | CV

M — Meio de cultura; BCO — Branco; CC — Controle de células; C — Concentra¢do da substancia-

teste; CV — Controle de veiculo; *Pogos contendo células.
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Tabela 2: Densidade celular e faixa de concentracao de cada substancia-teste empregadas nos ensaios de citotoxicidade pelo método de reducédo do

MTT.
Faixa de concentracdo avaliada para cada substéancia-teste

Linhagem | Densidade (N° de CLT PIP GLU ANM CLC CAT ANT

celular celulas/pogo) (mg/mL) (mg/mL) (ug/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
BEAS-2B 1,0 x 10* 1,0-0,0078 | 10,0-0,078 | 10,0-0,07v8 | 2,0-0,015 | 1,0-0,0078 | 1,0-0,0078 | 1,0-0,078

MRC-5 1,0 x 104 1,0-0,0078 | 10,0-0,078 | 125,0-0,975 | 2,5-0,063 | 1,0-0,0078 | 1,0-0,0078 1,0-0,078
EA.hy926 1,0 x 104 1,0-0,0078 | 10,0-0,078 | 250,0-1,95 | 2,5-0,063 | 1,0-0,0078 | 2,0 -0,0156 1,0-0,078

THP-1 2,0 x 10% 2,0-0,016 | 10,0-0,078 | 250,0-195 | 15-0,016 | 1,0-0,0078 | 2,0-0,0156 | 1,0-0,078

Abreviagdes: CLT: Cloramina-T; PIP: Piperazina; GLU: Glutaraldeido; ANM: Anidrido Maleico; CLC: Cloreto Cianurico; CAT: Cloreto de Anidrido
Trimetilico; ANT: Anidrido Trimetilico.
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3.3 — Avaliacéo do potencial de complexacéo das substéancias-teste com mucina por
meio de avaliacdo espectroscopica

Visando investigar a capacidade de interagdo dos sensibilizantes quimicos com o
muco pulmonar, o ensaio de avaliacdo espectroscépica da proteina mucina foi conduzido.
O principio da técnica utilizada se baseia na capacidade de absorcdo de luz na regiao
UV/Visivel por residuos de aminoacidos cromdgenos presentes na cadeia da proteina-alvo.
Especificamente considerando a mucina, principal componente proteico do muco pulmonar,
essa proteina possui um pico de absorcdo na regido de 260nm, e mudancgas nesse perfil
de absorcdo podem sinalizar uma potencial complexacdo com outras moléculas
(PONTREMOLI et al. 2015).

Inicialmente, foi preparada uma solugéo de mucina isolada (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) em PBS na concentracdo de 0,24mg/mL, mediante agitacdo a temperatura
ambiente por 4 horas. Posteriormente, as substancias-teste foram preparadas conforme
previamente descrito no item 3.2.1, de modo que as substancias hidrossoluveis foram
diretamente preparadas em PBS e as demais solubilizadas inicialmente em DMSO. Cada
substancia foi avaliada em cinco diferentes concentragcdes, as quais foram previamente
determinadas com base no perfil de absorbancia de cada composto isoladamente, de modo
a evitar a sobreposicdo entre os espectros do toxicante e da proteina-alvo. As solucdes-
uso de cada composto foram preparadas em PBS, em uma concentracdo duas vezes
superior a desejada, de modo que foram transferidos 2mL de cada uma para tubos de vidro
contendo a solugcdo de mucina anteriormente descrita (concentragéao final de mucina =
0,12mg/mL). Os tubos foram selados e incubados em estufa a 37°C por 24 horas e,
posteriormente, o conteudo destes foi transferido para cubetas de quartzo para a
determinacdo do perfil espectroscopico da mucina em espectrofotdmetro (Multiskan
Spectrum, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), sendo executada uma varredura de 200
a 400nm (10nm de intervalo) (Figura 13). Os experimentos foram realizados em triplicata,

sendo conduzidos trés experimentos independentes.
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Figura 13: Representacdo esquematica do ensaio in chemico de complexacado dos sensibilizantes

respiratorios com a proteina mucina.

AV Y N

Incubagao com 5
concentragoes dos

Determinacao do perfil
espectroscopico entre
200 e 400nm UV/Vis

Preparo da solugao

de mucina a
0,24mg/mL

sensibilizantes por 24
horas a 37°C

Fonte: SILVA, 2022.
Criado na plataforma BioRender.com

3.4 — Avaliacdo do perfil inflamatério das linhagens celulares apds exposicao aos
sensibilizantes respiratérios

Com o objetivo de investigar a producao de mediadores inflamatorios desencadeada
pela exposicdo das células do sistema pulmonar a sensibilizantes respiratérios, foram
guantificadas tanto em amostras de lisado celular quanto de sobrenadante as citocinas pro-
inflamatorias IL-8, IL-6, IL-1B, TNF-a e IL-12p70, bem como da citocina anti-inflamatoria IL-
10 apos exposicao das linhagens a tais toxicantes. Tal quantificacédo foi feita por meio da
técnica de Cytometric Bead Array (CBA), cujo principio se baseia na imobilizacdo das
citocinas sollveis em beads revestidas com anticorpos monoclonais especificos para
posterior quantificacdo por citometria de fluxo. As vantagens da técnica incluem a
possibilidade de quantificacdo simultanea de diferentes biomarcadores utilizando-se um
volume relativamente pequeno de amostra, o que permite avaliar a ativacéo de diferentes

vias celulares em uma dada condi¢ao experimental (Morgan et al., 2004).

Inicialmente, as células BEAS-2B (1x10° células/poco), MRC-5 (5,0x10*
células/poco) e EA.hy926 (5,0x10* células/poco) foram cultivadas por 24 horas em placas
de 24 pocos e, em seguida, expostas aos sensibilizantes respiratérios avaliados pelo
periodo de 24 horas. A concentracdo utilizada para exposicao foi correspondente a CVgo
de cada substancia-teste, que corresponde a concentracao na qual a viabilidade celular é
de 80%, obtida previamente na etapa de avaliacdo da citotoxicidade dos sensibilizantes

respiratorios. Apds o periodo de exposicdo, o sobrenadante das culturas foi coletado e
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imediatamente armazenado a -80°C, de forma que as células foram lavadas por duas vezes
com 2mL de PBS/poco. Posteriormente, procedeu-se com a obtencéo dos lisados celulares
mediante adicdo de 200puL/pocgo do tampéo de lise, composto por PBS acrescido de 0,5%
de Triton X-100 (AMRESCO, Solon, OH, EUA) e coquetel inibidor de protease (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), de modo que a extracao foi feita sob agitacdo de 200 RPM
por 5 minutos. Por fim, o processo de lise foi finalizado mecanicamente mediante a lavagem
dos pocos com pipetador automatico e os lisados foram coletados e armazenados a -80°C

até o momento da quantificagéo.

Para a linhagem THP-1, por outro lado, as células foram distribuidas em placas de
24 pocos na densidade de 2,5x10° células/poco e imediatamente expostas a CVeo de cada
sensibilizante respiratério por 24 horas. Apos esse periodo, o conteado dos pocos foi
transferido para microtubos de 1,5mL, os quais foram centrifugados a 1500 RPM por 5
minutos, de modo que o sobrenadante foi coletado e o pellet foi lavado com 1mL/tubo de
PBS, centrifugando-se os tubos novamente nas mesmas condi¢cdes supracitadas. Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em 200uL de
solucédo de lise, sendo os tubos incubados em banho de gelo sob agitacdo de 300 RPM por
5 minutos. Por fim, os tubos foram rapidamente agitados em vortex e as amostras foram
armazenadas a -80°C até as analises. No momento da quantificacéo, os lisados celulares
foram centrifugados a 8000 RPM por 10 minutos para clarificacéo previamente ao inicio da

etapa analitica.

A quantificacdo das citocinas foi realizada utilizando-se o kit BD Cytometric Bead
Array Human Inflammatory Cytokines (Cat. 551811) (BD Biosciences, NJ, EUA), conforme
instrucdes do fabricante. Inicialmente, o volume necessario de beads correspondentes aos
biomarcadores IL-6, IL-8, IL-1[3, IL-10, IL-12p70 e TNF-a foi calculado e transferido para um
tubo conico, o qual foi centrifugado a 1200 RPM por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e as beads foram ressuspendidas e incubadas com o reagente Serum
Enhancement Buffer por 30 minutos, sendo posteriormente transferidas para placas de
fundo “V” (12,5uL/pogo). Posteriormente, foram adicionados a cada poco 12,5uL da
amostra ou padrédo, e 12,5uL do reagente de deteccéo, incubando-se a placa por 3 horas
sob agitacdo de 300 RPM ao abrigo da luz. Apés a incubacéo, as placas foram lavadas por
duas vezes com o tampao de lavagem fornecido no kit (150uL/poco), sendo centrifugadas
a 800 RPM por 5 minutos em cada lavagem. Por fim, as beads foram ressuspendidas em
200pL/poco do tampéo de lavagem e analisadas em citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il
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(BD, Biosciences, NJ, EUA), mediante a aquisicdo de 2000 eventos em gate (Figura 14). A
guantificacdo das citocinas foi realizada por meio da interpolagao linear da fluorescéncia
quantificada nas amostras na curva-padréo de cada biomarcador, construida com o padréo
de citocinas fornecido pelo kit, as quais abrangeram o intervalo de concentracdo de 0 —
5000 pg/mL. As analises quantitativas foram conduzidas utilizando-se o software BD FCAP
Array Software v3.0 (BD, Biosciences, NJ, EUA). Ademais, para as amostras de lisado
celular os resultados foram expressos como pg de citocina/mg de proteinas totais, de forma
gue o teor de proteinas totais presentes nos lisados foi determinado utilizando-se o kit BCA
Protein Quantitation (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), conforme instru¢cdes do
fabricante. Por fim, os resultados da concentracdo de citocinas nas amostras foram
expressos em relacdo ao controle negativo, sendo avaliados 3 experimentos independentes

realizados em duplicata.

Figura 14: Representacdo esquematica da etapa de avaliacdo do perfil inflamatério nas amostras
de sobrenadante e lisado celular das linhagens BEAS-2B, MRC-5, EA.hy926 e THP-1, por meio do
método de Cytometric Bead Array (CBA).
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3.5 - Avaliacdo da expressao de ICAM-1 pela linhagem endotelial EA.hy926
Prosseguindo-se com a investigacdo das altera¢cdes induzidas por sensibilizantes
respiratorios nos diferentes compartimentos celulares do sistema pulmonar, foi avaliada
também a expressdo do biomarcador de superficie Intracellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1) pela linhagem endotelial EA.hy926 por citometria de fluxo e imunofluorescéncia
indireta apds a exposicao a tais toxicantes, a qual € uma molécula chave que desempenha
funcbes cruciais em diferentes processos inflamatérios e hemostéticos que envolvem a

participacéo do estrato endotelial (Singh et al., 2021).

3.5.1 — Citometria de fluxo

Inicialmente, as células EA.hy926 foram cultivadas em placas de 24 pocos na
densidade de 5,0x10* células/poco por 24 horas para adeséo, sendo em seguida expostas
a CVgo dos sensibilizantes respiratorios pelos periodos de 24 e 48 horas. Apds a exposicao,
as células foram lavadas com 2mL de PBS/poco e coletadas mediante utilizacdo de
200pL/poco do reagente de dissociacdo TrypLE Express (Gibco, Waltham, MA, EUA),
sendo transferidas para tubos FACS. Depois de coletadas, as células foram lavadas por
duas vezes com 2,0mL do tampdo de marcagédo (PBS acrescido de 5% de soro fetal
bovino), sendo centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos em cada lavagem. Em seguida, o
sobrenadante oriundo das lavagens foi descartado, o pellet foi ressuspendido em 200pL de
tampé&o de marcagédo e as células foram incubadas com o anticorpo primario anti-ICAM-1
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA) na diluicdo 1:100 por 30 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram novamente lavadas por duas
vezes com o tampao de marcacdo e incubadas com o anticorpo secundario Goat anti-
mouse AlexaFluor 555 (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) na concentragéo de 1:500, por 30
minutos ao abrigo da luz. Por fim, as células foram novamente lavadas por duas vezes com
tampéo de marcacdo e uma vez com PBS gelado, ressuspendidas em 200uL de PBS e
analisadas em citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (BD, Biosciences, NJ, EUA) mediante
a aquisicao de 10.000 eventos em gate. Para a interpretagcéao dos resultados, os valores de
intensidade média de fluorescéncia das células expostas aos sensibilizantes foram
comparados aos do controle negativo para a obtencdo da expressao relativa de ICAM-1,

de forma a serem avaliados trés experimentos independentes realizados em duplicata.
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3.5.2 — Imunofluorescéncia indireta

Inicialmente, procedeu-se com o cultivo das células EA.hy926 sobre laminulas
circulares de vidro, o qual foi realizado em placas de 6 pocos na densidade de 2,5x10°
células/poco. ApGs o cultivo por 24 horas, as células foram expostas a CVgo de cada
sensibilizante respiratério por 48 horas, sendo posteriormente lavadas com 2mL/poc¢o de
PBS e fixadas com 1mL/po¢co com solucdo de paraformaldeido 4% (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) por 30 minutos. Apés a fixagéo, as células foram novamente lavadas com
PBS e adicionou-se 1mL/poco de solucdo de blogueio composta por 1% de soro-albumina
bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 0,1% de Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), incubando-se por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram incubadas com 100uL/laminula do anticorpo priméario anti-ICAM-1 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, EUA) na diluicdo de 1:50 pelo periodo de 1 hora em
temperatura ambiente, sendo posteriormente lavadas por 3 vezes com 2mL/poco de PBS.
Depois de lavadas, as células foram incubadas com 100uL/laminula de solucédo contendo
0 anticorpo secundério Goat anti-mouse AlexaFluor 555 (Invitrogen, Waltham, MA, EUA)
na concentracdo de 1:500, por 1 hora ao abrigo da luz. Por fim, as células tiveram o nucleo
marcado com solucdo de corante Hoescht 33342 (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) a
10pug/mL por 5 minutos, foram lavadas por trés vezes com PBS e analisadas em

microscépio de fluorescéncia (DMI 4000B Leica Microsystems, Bannockburn, IL, EUA).

3.6 — Avaliacdo da expresséao dos biomarcadores MUCL1 e Nrf-2 pela linhagem epitelial
brénquica BEAS-2B

Considerando a linhagem epitelial BEAS-2B, além do perfil inflamatério foram
avaliadas também a expressdo das proteinas Nrf-2 e MUC1 ap0s a exposi¢cdo aos
sensibilizantes respiratérios, visando explorar a participacdo das células epiteliais no
processo de alergenicidade pulmonar. O fator de transcricdo Nrf-2 consiste em um
regulador de diversas vias de sinalizacdo relacionadas ao stress oxidativo, o qual &
acionado mediante a necessidade de ativacdo de elementos de defesa antioxidante em
resposta a um dano oxidativo agudo. Sua ativacao leva a transcricdo de diversos genes
relacionados a citoprotecao e restauracao do equilibrio redox intracelular, de modo que seu
papel tem sido extensivamente investigado na prevencdo e patogenia de doencas
pulmonares (Mizumura et al. 2020). A proteina MUC1, por outro lado, pertence a familia

das mucinas e trata-se de uma proteina ancorada a membrana plasméatica de diversos tipos

75



celulares, incluindo células epiteliais brénquicas. Tratando-se de uma proteina
transmembrana, o dominio extracelular da proteina MUC1 funciona como uma barreira para
possiveis patdgenos que acometam a mucosa do trato respiratério, enquanto a por¢cao
citoplasmatica possui uma subunidade capaz de efetuar transducéo de sinais que culminam
na expressdo de genes relacionados a atividade anti-inflamatoria (Kato et al. 2017;
Ballester, Milara, Cortigo 2021).

Para a avaliacdo da expresséao dos biomarcadores Nrf-2 e MUC1, as células BEAS-
2B foram cultivadas em placas de 12 pogos previamente tratadas com solugéo de coating,
na densidade de 1,5x10° células/poco por 24 horas para adeséo, e em seguida expostas a
CVso dos sensibilizantes respiratérios por 24 horas. Posteriormente, as células foram
lavadas com 2mL/poco de PBS e coletadas utilizando-se 1,0mL de solucdo de
tripsina/EDTA (0,25%/0,53mM) contendo 0,5% de polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA), a qual foi neutralizada utilizando-se 2,0mL de meio completo. As
células foram transferidas para tubos de citometria e lavadas com 2,0mL de PBS, sendo
centrifugadas a 1500RPM por 5 minutos em cada lavagem. Em seguida, o sobrenadante
presente nos tubos foi descartado e as células foram fixadas com 200uL/ tubo de solucao
de paraformaldeido a 4% por 15 minutos em temperatura ambiente, sendo novamente
lavadas com 2,0mL de PBS/tubo apdés o processo. Posteriormente, as células foram
permeabilizadas com 200puL de solucéo de permeacao (Triton X-100 a 0,5% preparado em
PBS) por 15 minutos, sendo em seguida lavadas com 2mL/tubo do tampéao de marcacao
(PBS acrescido de 0,1% de Soro-albumina Bovina e 0,1% de Triton X-100). Apés a
lavagem, as células foram ressuspendidas em 100uL do tampé&o de marcacéo e incubadas
por 1 hora com o0 anticorpo conjugado correspondente as proteinas Nrf-2 (Abcam,
Cambridge, Reino Unido) e MUCL1 (Invitrogen, Waltham, MA, EUA), nas diluigcbes 1:1000 e
1:100, respectivamente. Apés a incubacgdo, as células foram lavadas por duas vezes com
o tampéo de marcacdo e 1 vez com PBS gelado, ressuspendidas em 200uL de PBS e
analisadas em citometro de fluxo BD FACSCanto Il (BD, Biosciences, NJ, EUA), sendo
adquiridos 10.000 eventos em gate. Os resultados foram expressos de acordo com a
intensidade média de fluorescéncia correspondente a cada marcador avaliado, de modo
gue os valores dos grupos expostos aos sensibilizantes foram comparados aos do controle
negativo para o calculo da expressao relativa. Nessa etapa, foram avaliados trés

experimentos independentes realizados em duplicata.
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3.7 — Avaliacdo da expressao dos marcadores de superficie CD86, HLA-DR e CD11c
pela linhagem monocitica THP-1

Com o objetivo de avaliar a capacidade dos sensibilizantes respiratorios em induzir
alteracbes compativeis com a ativacdo/maturacdo de células dendriticas, a linhagem de
leucemia monocitica THP-1 foi utilizada como modelo para investigacdo desse parametro.
As células THP-1, apesar de terem sido estabelecidas a partir de células leucémicas,
advém da linhagem monocitica e se mantém com diversos aspectos transcricionais,
fenotipicos e funcionais relacionados a funcdo de células dendriticas e macrofagos, o que
as torna um modelo valioso para avaliacdo de diversos aspectos do sistema imune de forma
reprodutivel e desprovida de variac6es interindividuais (Deng et al. 2021). Ademais, essa
linhagem atualmente é utilizada como sistema teste em ensaios in vitro de sensibilizagéo
dérmica, apresentando uma boa capacidade de responder mediante a exposicdo a
substancias alergénicas aumentando a expressdao dos marcadores de superficie CD86 e
CD54, os quais mimetizam a resposta de maturacéo e ativacao de células dendriticas sem

a necessidade de diferenciacdo prévia (OECD, 2022d).

3.7.1 — Avaliacao da citotoxicidade dos sensibilizantes respiratorios frente as células THP-
1 por citometria de fluxo

Previamente a analise da expressdo dos biomarcadores de superficie, a
citotoxicidade dos sensibilizantes respiratorios foi analisada pelo método de marcacéo com
iodeto de propideo, conforme descrito no guia de teste no. 442E da OECD (OECD, 2022d).
Para tal, as células THP-1 foram transferidas para placas de 24 pocos na densidade de
1,0x108 células/poco e expostas a quatro concentracdes das substancias-teste, as quais
foram baseadas no ensaio de MTT previamente realizado, pelo periodo de 24 horas. Em
seguida, as células foram transferidas para tubos FACS e lavadas por duas vezes com
2,0mL/tubo de PBS, sendo centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos em cada lavagem.
Apoés as lavagens, o sobrenadante foi removido e as células foram ressuspendidas em
100uL de PBS. As células foram analisadas por citometria de fluxo imediatamente apds a
marcacao com 100puL/tubo de solucéo de lodeto de Propideo a 1,25ug/mL (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA), mediante a aquisi¢éo de 10.000 eventos em gate. Os valores de CVso
foram calculados por meio de interpolacéo log-linear, de acordo com o guia no. 442E da
OECD (2018), conforme descrito na equacéo a seguir:

(80 — ¢) xlog(b) — (80 — a)xlog(d)
a—c

Log CV80 =
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Onde:
a = valor minimo de viabilidade celular acima de 80%;
¢ = valor maximo de viabilidade celular abaixo de 80%;

b e d = concentracbes correspondentes aos valores de viabilidade -celular

representados por “a” e “c”, respectivamente.

3.7.2 — Avaliacdo da expresséo dos biomarcadores CD86, HLA-DR e CD11c

Nessa etapa, as células THP-1 foram cultivadas em frascos de 75cm? na densidade
de 2x10° células/mL por 48 horas previamente a realizacdo do ensaio e, em seguida, foram
distribuidas em placas de 24 pocos (1,0x10° células/poco). Em seguida, as células foram
expostas a CVso de cada sensibilizante respiratorio avaliado, obtidos na etapa anterior de
avaliacdo da citotoxicidade, pelo periodo de 24 horas. Apés a exposicao, as células foram
transferidas para microtubos de 1,5mL e lavadas por 2 vezes com tampao de marcacao
(PBS acrescido de 2,5% de SFB), sendo centrifugadas a 1500RPM por 5 minutos em cada
lavagem. Em seguida, o sobrenadante foi removido por aspiracdo e as células foram
ressuspendidas em 1mL/tubo do tampé&o de marcacado, sendo posteriormente transferidos
200pL da suspensao celular para diferentes tubos FACS previamente identificados. As
células foram entdo marcadas com o anticorpo correspondente a cada proteina avaliada,
sendo incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz com 2uL do
anticorpo anti-CD86 conjugado a FITC (BD, Biosciences, NJ, EUA), 2uL do anticorpo anti-
HLA-DR conjugado a APC-Cy7 (BD, Biosciences, NJ, EUA) ou 1pL do anticorpo anti-CD11c
conjugado a APC-Cy5.5 (BD, Biosciences, NJ, EUA). Apos a incubacao, as células foram
lavadas por duas vezes com 1mL/tubo do tampao de marcacdo e uma vez com PBS gelado,
sendo posteriormente ressuspendidas em 200uL de PBS e analisadas por citometria de
fluxo mediante aquisicdo de 10.000 eventos em gate. Foram avaliados trés experimentos
independentes realizados em duplicata, de forma que o indice de estimulacao foi calculado
para cada biomarcador em relacdo ao controle negativo, conforme descrito na equacéo

abaixo:

IMF das células expostas marcadas —
. IMF das células expostas nao marcadas
. . 5 (o) —
[ndice de estimulagdo (%) IMF das células do controle negativo marcadas —
IMF das células do controle negativo marcadas

x 100
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Onde:
IMF = Intensidade média de fluorescéncia.

Os resultados foram considerados positivos para a alteracdo dos biomarcadores
quando os valores de indice de estimulacdo foram iguais ou superiores a 150% por pelo
menos dois experimentos consecutivos, tendo como base o fluxograma de deciséao descrito
no guia de teste no. 442E da OECD (OECD, 2022d).

3.8 - Obtencéo e caracterizacdo do modelo epitelial brénquico 3D de co-cultura das
linhagens BEAS-2B, MRC-5, EA.hy926 e THP-1

Para se realizar a avaliacdo conjunta de parametros teciduais induzidos pelos
sensibilizantes respiratorios, levando em consideracdo a comunicacgdao intercelular em nivel
mais elevado de complexidade estrutural, no presente trabalho foi proposta a construgéo
de um modelo 3D de co-cultura composto pelas quatro linhagens celulares anteriormente
empregadas nos estudos conduzidos em monocamada. Diante disso, foi estabelecido um
modelo brénquico cultivado em interface ar-liquido utilizando-se insertos transwell contendo
trés camadas distintas, compreendendo as células epiteliais bronquicas BEAS-2B
ancoradas em uma matriz de colageno Tipo | contendo fibroblastos MRC-5, de forma que
a porcao basal era composta por uma camada continua de células endoteliais EA.hy926.
As células THP-1, por sua vez, foram cultivadas diretamente no poc¢o da placa, conforme
ilustrado na Figura 15.
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Figura 15: Representagdo esquematica do modelo 3D de co-cultura reconstruido mediante
utilizacao das linhagens BEAS-2B, MRC-5, EA.hy926 e THP-1.
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Fonte: SILVA, 2022.

Criado na plataforma BioRender.com

No dia 1 os insertos transwell semipermeaveis com area de 0,33cm? e poros com
0,4um de diametro (Greiner Bio-One, Germany) foram posicionados com a por¢cao
basolateral voltada para cima, de forma que as células endoteliais EA.hy926 foram
adicionadas a porcdo basal da membrana semipermeavel na densidade de 6,0x10%
células/cm?, em um volume de 100uL. Apds a adigcdo, os insertos foram mantidos em estufa
de cultivo celular por 3-4 horas para adesao da camada endotelial, sendo que depois de
transcorrido esse periodo, o meio de cultura foi cuidadosamente aspirado e 0s insertos
foram transferidos para placas de 24 pocos contendo 400uL de meio DMEM-LG
suplementado com 10% de SFB, sendo cultivados overnight. No dia 2 procedeu-se com a
montagem da camada de colageno tipo I, de modo que os fibroblastos MRC-5 foram
previamente coletados por trispinizacéo, centrifugados a 1500RPM, contados em camara
de Neubauer e reservados em microtubos de 1,5mL. Em seguida, o gel de colageno foi
preparado mediante a mistura de 700uL da solucéo estoque de colageno tipo | a 3,57mg/mL
(Gibco, Waltham, MA, EUA), 100uL de meio DMEM 10x concentrado (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), 28uL de solucdo de NaOH a 1M e 172uL de agua ultrapura, de modo a
se obter uma concentracéo final de 2,5mg de coladgeno/mL. ApOs o preparo da mistura, a
mesma foi adicionada sobre os fibroblastos MRC-5 previamente preparados e

homogeneizada para disperséo das células dentro da matriz. Imediatamente em seguida,
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foram transferidos 100uL da suspenséao celular com a mistura ainda liquida para o interior
dos insertos transwell, de modo que os fibroblastos permaneceram na densidade final de
2,5x10° células/inserto, e as placas foram mantidas em estufa de cultivo celular por 30
minutos para a polimerizacao do gel. Transcorrido esse tempo, a superficie do gel foi lavada
com 200uL de meio DMEM-LG e, por fim, adicionou-se 200uL de meio DMEM-LG
suplementado com 10% de SFB sobre a superficie dos modelos, os quais foram cultivados
em estufa por 24 horas previamente a execucao das etapas subsequentes.

Depois de estabelecidas as camadas compostas pelas células endoteliais e
fibroblastos, no dia 3 os modelos foram lavados por duas vezes com meio BEBM sem
suplementacao para remocao do SFB. Para tal, o0s mesmos foram incubados em estufa por
30 minutos apoés a adicdo de 500uL de meio BEBM no compartimento inferior e 200uL no
compartimento superior dos insertos, de modo que o processo foi repetido por duas vezes
consecutivas. Apés as lavagens, adicionou-se a por¢ao basal dos insertos 400uL de meio
ALI (Air-liquid Interface), o qual foi usado para o cultivo dos modelos apos a adicdo das
células epiteliais, o qual consiste em uma mistura 1:1 dos meios BEBM:DMEM-HG
suplementada com soro-albumina bovina (0,5mg/mL), extrato de pituitaria bovina
(10pg/mL), insulina (0,87uM), apo-transferrina (0,125uM), hidrocortisona (0,21uM),
triiodotironina (0,01uM), epinefrina (2,7uM), fator de crescimento epidermal (EGF)
(0,5ng/mL), acido retindico (0,05uM) e cloreto de calcio (1mM).

Em seguida, as células epiteliais BEAS-2B foram coletadas por tripsinizacao,
centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos e contadas, sendo ressuspendidas em meio ALl
e adicionadas sobre o gel de colageno na densidade de 1,0x10° células/inserto, no volume
de 200uL. As células foram cultivadas de modo submerso por 24 horas e, posteriormente,
0 meio presente na superficie apical dos modelos foi removido para exposicéo das células
epiteliais a interface ar-liquido no dia 4, de forma que os modelos foram cultivados para
posterior caracterizacdo e utilizacdo nos experimentos de exposicdo a aerossois de
sensibilizantes respiratorios. Conforme ilustrado na Figura 16, o dia de montagem das
camadas endotelial foi considerado como dia 1, de modo que o modelo foi mantido em
cultura até o dia 8 para caracterizacdo morfologica e fenotipica. Os experimentos de
exposicao a aerossoOis de toxicantes foi realizado no dia 6, de modo que as células
monociticas THP-1 foram adicionadas a porcao basal do modelo imediatamente apos as

exposi¢oes, na densidade de 2,5x10° células/pogo.
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Figura 16: Fluxograma de obten¢do dos modelos brénquicos 3D de co-cultura empregando as
linhagens BEAS-2B, MRC-5, EA.hy926 e THP-1.
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3.8.1 — Caracterizacao histomorfolégica do modelo 3D de co-cultura

Para a caracterizacéo estrutural dos modelos de co-cultura, inicialmente os tecidos
reconstruidos foram coletados em dias consecutivos e fixados em solucdo de
paraformaldeido a 4% (pH 7,4) (Dindmica, Indaiatuba, SP, Brasil). Apés a fixacao, a por¢ao
superior do modelo (células BEAS-2B e MRC-5) foi removida do inserto transwell e em
seguida processada para avaliacdo histologica, sendo desidratada em solugbes com
concentracfes crescentes de etanol, diafanizada com xilol, impregnada e incluida em

parafina, conforme descrito na Tabela 3.
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Tabela 3: Etapas do procedimento de processamento da por¢ao superior do modelo 3D de

co-cultura (células BEAS-2B e MRC-5) para avaliagcdo histomorfolégica.

Etapa Solucao/reagente Tempo
Etanol 30% 30 minutos
Etanol 50% | 30 minutos
Etanol 50% Il 30 minutos
Etanol 60% | 30 minutos
Etanol 60% Il 30 minutos
Desidratacao Etanol 70% 30 minutos
Etanol 80% 30 minutos
Etanol 95% 30 minutos
Etanol Absoluto | 30 minutos
Etanol Absoluto Il 30 minutos
Etanol Absoluto I 30 minutos
Diafanizacéo Xilol | 30 minutos
Xilol 1 30 minutos
mpregnacio Parafina | — 60°C 30 minutos
Parafina Il — 60°C 30 minutos
Inclusdo Parafina — temperatura -
ambiente

Ap6s o0 processamento, os blocos foram seccionados em microtomo (Leica
Microsystems, Bannockburn, EUA), sendo obtidos cortes de 5uM de espessura. Os
fragmentos foram posteriormente corados com Hematoxilina/Eosina e avaliados em

microscopio optico acoplado a camera (DM 2000, Leica Microsystems, Bannockburn, EUA).

3.8.2 - Caracterizacao fenotipica dos modelos 3D e de marcadores de dano tecidual por

meio da técnica de imunofluorescéncia indireta

Além da caracterizacdo estrutural, procedeu-se também com a avaliagcdo da
expressao dos biomarcadores teciduais a-tubulina, pan-citoqueratina, E-caderina, MUC1 e
CD31 no modelo reconstruido, bem como dos marcadores de dano tecidual caspase-3 ativa
e NF-kB, empregando-se a técnica de imunofluorescéncia indireta. Para a caracterizagédo
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da porcéao superior dos modelos (células BEAS-2B e MRC-5), os tecidos foram previamente
processados e incluidos em parafina, sendo posteriormente obtidos fragmentos de 5um de
espessura em micrétomo manual, conforme descrito na se¢do anterior. Em seguida, os
cortes foram desparafinizados em trés banhos de Xilol e hidratados em solucbes com
concentracdo decrescente de etanol (100%, 95%, 80%, 70% e 50% - 5 minutos cada),
sendo finalmente incubadas em PBS por 10 minutos. Apés a etapa de hidratacao, os cortes
foram incubados em tampéao citrato (10mM) por 30 minutos a 96°C para recuperagao
antigénica, sendo posteriormente incubados por 1 hora com solugdo de bloqueio (PBS
acrescido de 1% de soro-albumina bovina e 0,1% de Tween 20). Posteriormente, 0s cortes
foram incubados overnight em cémara Umida a 4°C com o anticorpo primario
correspondente a cada proteina avaliada, conforme descrito na Tabela 4. As laminas foram
entdo lavadas por 5 vezes em PBS e entdo incubadas com o anticorpo secundario
conjugado a fluorocromo por 1 hora em temperatura ambiente. ApGs esse periodo, o ndcleo
das células foi marcado com o corante Hoescht 33342 (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) na
concentracdo de 5ng/mL, sendo em seguida lavadas por 4 vezes e montadas com solugao
de 90% de glicerol e 10% de PBS para subsequente analise em microscopio de
fluorescéncia (DMI 4000 B, Leica Microsystems, Bannockburn, EUA) acoplado ao software
LAS-AF.
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Tabela 4: Relagdo descritiva dos anticorpos utilizados para a caracterizagdo do modelo 3D de co-

cultura pela técnica de imunofluorescéncia indireta.

Anticorpos primarios

Descricao Espécie Diluicéo utilizada Fabricante

Monoclonal anti-a- Coelho 1:100 Invitrogen
tubulina

Monoclonal anti- Camundongo 1:100 Invitrogen

pan-citoqueratina

Monoclonal anti-E- Coelho 1:500 Invitrogen
caderina
Monoclonal anti- Coelho 1:100 Invitrogen
MUC1
Monoclonal anti- Camundongo 1:100 Invitrogen
CD31
Monoclonal anti- Coelho 1:100 BD Biosciences

caspase 3 ativa

Monoclonal anti-NF- Camundongo 1:100 Cell Signalling
kB

Anticorpos secundérios

Monoclonal anti- Cabra 1:500 Invitrogen
coelho conjugado
ao AF488

Monoclonal anti- Cabra 1:500 Invitrogen
camundongo
conjugado ao

AF532

Por outro lado, para a caracterizacéo da porcdo endotelial, os insertos foram lavados
com PBS por 5 minutos e as células endoteliais aderidas a membrana semipermeavel foram
permeabilizadas com solucdo de Triton X-100 a 0,1% preparada em PBS por 10 minutos.
ApOs a permeacdo, as células foram lavadas com PBS por 5 minutos e incubadas com
solucdo de bloqueio (PBS acrescido de 1% de soro-albumina bovina e 0,1% de Tween 20)
por 30 minutos. Em seguida, os insertos foram incubados com o anticorpo primario anti-a-

tubulina na concentragéo de 1:100 por 1 hora e lavados 3 vezes com PBS, sendo incubados
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por 5 minutos em cada lavagem. Depois disso, as células foram incubadas com o anticorpo
secundario anti-rabbit conjugado ao AF488 por 1 hora em temperatura ambiente e em
seguida procedeu-se com a marcacao nuclear utilizando-se o corante Hoescht 33342 na
concentracdo de 5ng/mL por 5 minutos. Por fim, as células foram novamente lavadas por 3
vezes e analisadas em microscopio de fluorescéncia (DMI 4000 B, Leica Microsystems,
Bannockburn, EUA).

3.9 - Padronizacdo e dosimetria do sistema de nebulizagao VitroCell® Cloud 12™para
posterior exposi¢cdo dos modelos 3D de co-cultura

Além da exposicao das células do sistema respiratorio sob a forma de monocamada
de forma submersa aos sensibilizantes pulmonares, no presente estudo foi avaliada
também a exposicdo do modelo bronquial 3D a aerossois desses toxicantes em interface
ar-liquido, de modo a mimetizar de forma mais realistica a exposicdo humana a substancias
quimicas pela via inalatéria. Para tal, foi utilizado o sistema VitroCell® Cloud 12™ (Figura
17), que possibilita a geracdo de aerossois padronizados quanto ao tamanho de particulas
e velocidade de deposi¢ao sobre modelos cultivados em interface ar-liquido. Esse sistema
consiste em uma camara com 12 orificios para introducdo de insertos transwell, acoplada
a um sistema de geracéo aerossois por malha vibratéria, o qual proporciona a formacao de
uma nuvem homogeneamente dispersa no interior da camara que se deposita de forma
controlada sobre a superficie epitelial dos modelos, conforme demonstrado na Figura 17
(Lenz et al. 2014).

86



Figura 17: (A) Estrutura do sistema de nebulizacdo VitroCell® Cloud 12™. (B) Representacao

esquematica dos processos de nebulizacdo e deposicdo dos aerossbéis gerados na camara de
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Fonte: Adaptado de Lenz et al.(2014).

Para a dosimetria do volume nebulizado pelo equipamento sobre os insertos
transwell, procedeu-se com a quantificacéo de fluoresceina sédica nos diferentes orificios
da camara, conforme procedimento recomendado pelo fabricante. Inicialmente, foram
preparadas solucdes-padrdo de fluoresceina sédica (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
em DBPS (Gibico, Waltham, MA, EUA) em cinco concentra¢des (0,375 — 0,023ug/mL)
mediante diluicdo seriada, das quais foram transferidos 70uL de cada para placas de 96
pocos especificas para leitura de fluorescéncia (Corning, Nova York, EUA) em
quadruplicata e a fluorescéncia foi medida em fluorimetro leitor de placas (FluoStar Optima,
BMG Labtech, Ortenberg, DE) nos comprimentos de onda de 490nm (excitacdo) e 520nm
(emissdo) para a obtengdo da curva-padrdo. Em seguida, o sistema Vitrocell® Cloud 12 foi
montado e ligado, sendo previamente aquecido a temperatura de 37°C, sendo que todos

os orificios foram preenchidos com agua destilada, de forma que o liquido ndo tocasse a
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porcado basolateral dos insertos. Posteriormente, foram posicionados insertos vazios em
todos os orificios da plataforma metélica, os quais foram preenchidos com 300uL de DPBS.
Em seguida, foram nebulizados 200uL de solugéo de fluoresceina a 200pug/mL, de modo
gue a cada nebulizacdo o tempo de deposicdo da nuvem de aerossois foi padronizado em
10 minutos. Apés a nebulizacdo, a camara foi aberta e foram coletados 200uL de liquido
da porcao central de cada inserto, os quais foram transferidos para microtubos de 1,5mL
contendo 200uL de DPBS. Depois e homogeneizada, foram transferidos em quadruplicata
70uL/poco de cada solugdo coletada para placas de 96 pocos e a fluorescéncia foi
determinada em fluorimetro, nas mesmas condi¢cbes descritas anteriormente. O
procedimento descrito foi realizado por seis vezes consecutivas, de modo que a
concentracdo de fluoresceina em cada inserto foi calculada utilizando-se a curva-padrao
obtida na etapa anterior.

Apés a determinacdo da concentracao de fluoresceina em cada inserto, foi possivel
determinar o Fator de Deposicéo (FDep), calculado em relacéo ao valor tedrico, bem como
o Volume de Deposicdo (VDep) depositados em cada insertos. Dessa forma, para os
experimentos conduzidos com os sensibilizantes respiratorios, a concentracdo de cada

substancia por cm? foi determinada com base no volume de deposicéo obtido nessa etapa.

3.10 - Exposicdo do modelo 3D de co-cultura a aerossois do sensibilizante
respiratorio Anidrido Maleico e avaliacao de parametros inflamatérios e funcionais

Visando avaliar a aplicabilidade do modelo epitelial bronquico reconstruido para
exposi¢cao a aerossais de toxicantes inalados, o sensibilizante anidrido maleico foi escolhido
com base nos resultados das etapas anteriores no estudo, uma vez que o mesmo induziu
consistentemente alteracdes inflamatorias e funcionais nos modelos de cultivo celular em
monocamada. Para tal, os modelos 3D foram obtidos conforme descrito no item 3.8 e
expostos no dia 6 de cultivo, de forma que os insertos transwell foram transferidos para o
sistema VitroCell Cloud 12 e expostos a aerossoéis do toxicante anidrido maleico.
Inicialmente, foi preparada uma solugéo estoque do composto em DMSO na concentracdo
de 400 mg/mL, a qual foi posteriormente diluida em PBS para a obtencdo das solucdes-
uso. A concentracéo de cada solucédo nebulizada foi determinada conforme os estudos de
volume de deposicéo, estabelecido conforme descrito na se¢éo 3.9.

No momento da exposicéo, foram nebulizados 200uL de cada solugéao-uso, de forma
gue o processo foi repetido consecutivamente até se obter a concentracdo do composto

desejada na superficie epitelial dos modelos. Entre as nebulizacdes, o tempo de deposicao
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da nuvem foi padronizado em 5 minutos, de modo que ao final de todas as nebulizacdes,
aguardou-se 10 minutos antes de se remover os insertos do sistema. Como controle
negativo e controle de veiculo, foram nebulizados PBS e DMSO a 25%, respectivamente.

Apébs a exposicao, os insertos foram transferidos para placas de 24 pocos contendo
em cada poco 4,0x10° células THP-1 em meio ALI no volume final de 400uL. Por fim, os
modelos foram cultivados por 24 horas pés-exposicao, sendo entdo coletados para as
avaliacdes de perfil inflamatorio e dano tecidual, conforme descrito a seguir.

3.10.1 — Avaliacéo da viabilidade tecidual pelo método de redugédo do MTT

ApOs exposicdo aos aerossois de anidrido maleico nas concentracdes de 300, 150
and 50 pg/cm?, os modelos foram cultivados por 24 horas, de modo que ap6s isso, 0s
insertos transwell foram transferidos para outra placa de 24 pocos, contendo 500uL/poco
de solucdo de MTT a 0,5mg/mL preparada em meio de cultura, a qual foi incubada em
estufa de cultivo por 3 horas. Posteriormente, a solugdo de MTT foi removida e os insertos
foram incubados com Isopropanol (Dinamica, Indaiatuba, SP, Brasil), sendo adicionados
500uL do solvente no compartimento basal e 300uL no compartimento apical.
Subsequentemente, as placas foram incubadas em agitador orbital na rotacdo de 300 RPM
por 3 horas, a temperatura ambiente, de modo que em seguida o isopropanol do
compartimento apical foi transferido para o compartimento basal e homogeneizado. Por fim,
o conteudo dos pocos foi transferido para placas de 96 pogos (100uL/poc¢o) e a absorbancia
foi determinada em espectrofotdmetro leitor de placas no comprimento de onda de 560nm
(Figura 18). A viabilidade tecidual foi calculada em relacdo aos tecidos expostos ao controle
negativo.

Apos a obtencédo dos valores de viabilidade tecidual para os tecidos nos quais foram
avaliadas diferentes concentracdes dos toxicantes, a CVgo de cada substancia-teste foi
determinada utilizando-se a equacao descrita abaixo.

(80 — ¢) xlog(b) — (80 — a)xlog(d)
a—c

Log CV80 =

Onde:
a = valor minimo de viabilidade tecidual acima de 80%;
¢ = valor maximo de viabilidade tecidual abaixo de 80%;

b e d = concentracdes correspondentes aos valores de viabilidade tecidual representados

por “a” e “c”, respectivamente.
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Figura 18: Representacdo esquematica do ensaio de viabilidade tecidual do modelo brénquico 3D
de co-cultura apos exposicao a aerossois do sensibilizante anidrido maleico, por meio do ensaio de
reducao do MTT.

[ 2ol Al Bl Bl B Bal Aa )

EXPOSiGa? a difefe'_‘tef Cultivo por 24 horas Avaliagdo da
concentragoes de Anidrido viabilidade tecidual

maleico: pelo método de
reducdo do MTT

300, 150 and 50 pg/cm?

Fonte: SILVA, 2022.

Criado na plataforma BioRender.com

Nessa etapa, verificou-se que a CVso para o anidrido maleico sobre o modelo 3D de
co-cultura foi de 160ug/cm?. Dessa forma, para as avaliacdes subsequentes, o tecido
reconstruido foi exposto a trés concentracdes desse toxicante a partir da CVso determinada
(160, 80, e 40ug/cm?).

3.10.2 — Avaliacdo do perfil de citocinas inflamatérias produzido pelo modelo 3D de co-
cultura e pela linhagem THP-1

Apos a determinacgéo da viabilidade tecidual e da CVso do anidrido maleico sobre o
modelo de co-cultura, foram avaliadas tanto a producéo global de citocinas inflamatérias
guanto aquelas produzidas pela linhagem THP-1, visando investigar os efeitos pro-
inflamatorios teciduais e referentes a modulagéo das células monociticas, respectivamente.
Para tal, os modelos foram expostos a trés concentracbes de anidrido maleico
estabelecidas a partir da CVso (160, 80, e 40ug/cm?) e cultivados adicionalmente por 24
horas. Posteriormente, os insertos transwell foram removidos das placas e as células THP-
1 foram coletadas em microtubos de 1,5mL, sendo centrifugadas a 1500RPM por 5 minutos.
Em seguida, o sobrenadante foi coletado, o lisado das células THP-1 foi obtido e as
concentrag@es das citocinas IL-18, IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-10 e TNF-a foram determinadas

por meio do método de CBA, conforme também descrito na secéo 3.4.
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3.10.3 — Avaliacao de estresse oxidativo epitelial

Apds a exposicdo aos aerossoéis de anidrido maleico (160, 80, e 40ug/cm?), os
modelos foram cultivados por 24 horas e em seguida incubados com solucdo do corante
diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
preparada a 50puM em meio de cultura, em estufa de cultivo celular por 1 hora. Em seguida,
os tecidos foram fixados com solucéo de paraformaldeido a 4% por 1 hora em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, sendo posteriormente transferidos para moldes contendo meio
O.C.T. (Sakura, Nagano, Japéo) e fixados com nitrogénio liquido. Foram obtidos cortes de
5 pum de espessura dos tecidos criopreservados empregando-se criostato (Leica
Microsystems, Bannockburn, EUA), os quais foram transferidos para laminas de
microscopia e marcados com o corante Hoechst 33342 (5ug/mL) por cinco minutos para
possibilitar a visualizacdo do nucleo celular. Apos a marcacao, as laminas foram lavadas
por duas vezes com PBS, montadas com o composto FluoMount® (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) e analisadas em microscépio de fluorescéncia (DMI 4000B, Leica Microsystems,
Bannockburn, EUA). Apés a obtencéo das fotomicrografias, a fluorescéncia foi quantificada
utiizando-se o software ImageJ (Bethesda, Maryland, USA), de modo a permitir
comparagdes quantitativas entre os tecidos expostos e ndo expostos ao sensibilizante

respiratorio.

3.10.4 — Avaliacao dos marcadores de dano tecidual/inflamacéo caspase-3 ativa, MUC1 e
NF-kB

Apds exposicédo ao anidrido maleico nas concentracdes de 160, 80, e 40ug/cm?, os
tecidos foram fixados em paraformaldeido 4% e posteriormente processados para inclusao
em parafina, conforme descrito no item 3.8.1. Em seguida, os tecidos foram seccionados a
5um de espessura em micrétomo manual, sendo posteriormente corados com
hematoxilina-eosina para avaliacdo histolégica e submetidos a técnica de
imunofluorescéncia indireta para avaliacdo dos marcadores caspase-3 ativa, MUC1 e NF-
kB, de acordo com o apresentado nos itens 3.8.1 e 3.8.2. Para os tecidos submetidos a
técnica de imunofluorescéncia, a fluorescéncia referente a cada tecido foi quantificada nas

fotomicrografias utilizando-se o software ImageJ (Bethesda, Maryland, USA).
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3.11 — Obtencdo do modelo epitelial bronquico utilizando como scaffold a parede

brénquica suina descelularizada

Como ultima etapa do presente trabalho, foi proposto o desenvolvimento de uma
matriz oriunda da parede brénquica suina, a qual foi descelularizada, caracterizada e
repovoada com as células epiteliais bronquicas Calu-3.

Os pulmdes suinos utilizados no estudo foram doados pelo Frigorifico Cacula
(Goiania, GO, Brasil), os quais foram coletados pelos funcionarios do abatedouro
imediatamente apds o abate. ApOs a coleta, os 6rgdos foram imersos em PBS gelado e
transportados sob resfriamento até as dependéncias do laboratério. Os pulmdes foram
dissecados de forma a permitir a separagdo dos brénquios principais direito e esquerdo, em
uma extensao de cerca de 10-12 cm (Figura 19). Depois de obtidos, os bronquios foram
seccionados longitudinalmente e fragmentos de 6 mm de diametro foram obtidos utilizando
bisturi circular, sendo que os blocos de cartilagem foram removidos com o auxilio de uma
lamina de bisturi N° 11. Os fragmentos foram analisados macroscopicamente antes e
depois dos processos de descelularizacdo em estereomicroscopio MZ6 (Leica
Microsystems, Bannockburn, EUA). Todos os processos de lavagem foram conduzidos em
cabine de fluxo laminar, utilizando solucdes e recipientes estéreis para minimizar a
contaminagéao dos fragmentos e viabilizar o cultivo celular na etapa de rescelularizacao da

matriz.

Figura 19: Processo de obtengéo dos fragmentos de parede brénquica suina a serem submetidos

aos diferentes processos de descelularizagéo.

Dissecacéo e obtengdo
dos brénquios Abertura longitudinal Obtencao dos fragmentos circulares e remogéo das
principais direito e do tecido pegcas de cartilagem
esquerdo

Fonte: SILVA, 2022.
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3.11.1 — Descelularizacdo por detergentes

Nessa abordagem, foi avaliada a eficiéncia de diferentes surfactantes na remogao
celular dos fragmentos bronquicos. Para tal, os tecidos foram incubados sob agitagéo por
24 horas com solucéo de lauril sulfato de sodio (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
a 1%, SDS 0,5% ou Triton X-100 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Apés a
incubacédo, os tecidos foram lavados por seis vezes em PBS, sendo cada lavagem
conduzida por 12 horas para a total remocao dos detergentes.

3.11.2 — Descelularizacdo por gradiente osmético associado a detergentes

Nesse método, os tecidos foram inicialmente tratados com tamp&o hipoténico (Tris
10 mM, pH 8,0) por 24 horas, seguindo-se com a incubac¢do com tampé&o hipertdnico (Triton
X-100 1%, KCI 1.5M, Tris 10mM, pH 8,0) por mais 24 horas, ambos 0s processos sob
agitacao a 4°C. Posteriormente, os tecidos foram incubados com o tampé&o de extracao
(SDS 1%, Tris 10mM, pH 9,0) por 24 horas sob agitacdo em temperatura ambiente. A
remocao do SDS foi feita mediante tratamento dos fragmentos com solucao de Triton X-
100 1%, por meio de incubac&o a 37°C por 30 minutos. Por fim, os tecidos foram lavados
com PBS por 3 vezes, cada lavagem durando 24 horas, sob agitacdo a temperatura

ambiente.

3.11.3 — Descelularizagdo por NaCl associado a DNAse/RNAse

Inicialmente, os fragmentos foram incubados sob agitagéo por 48 horas com solucao
de NaCl 1,5M, trocando-se a solucdo a cada 24 horas. Em seguida, os tecidos foram
tratados com solugéo de nucleases (DNAse 5 U/mL; RNAse 100pug/mL) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) por 48 horas em temperatura ambiente. Por fim, os fragmentos foram

submetidos a 3 lavagens com PBS, o qual foi trocado a cada 24 horas, sob agitacao.

3.11.4 — Caracterizacdo histomorfolégica dos fragmentos descelularizados e avaliacdo dos
componentes da matriz extracelular

Ap6s os processos de descelularizacdo, os tecidos foram fixados em formalina
tamponada a 10% e processados para posterior inclusdo em parafina, conforme descrito
no item 3.8.1. Depois de incluidos, foram obtidos cortes de 5um de espessura em
micrétomo manual, os quais foram submetidos a diferentes processos de coloracédo para

avaliacdo da estrutura e dos componentes teciduais da matriz descelularizada. A
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conformacédo estrutural geral dos fragmentos foi avaliada mediante coloracdo com
hematoxilina-eosina.

Para avaliacdo das fibras colagenas, os cortes foram desparafinizados em xilol,
reidratados em solu¢cdes com concentracdo crescente de etanol e incubados em agua
destilada por 5 minutos. Em seguida, as laminas foram coradas com solu¢cdo Azan
Heidenhain modificada por 10 minutos, lavadas em dois banhos de etanol a 50%,
desidratadas e montadas com laminula. As laminas foram avaliadas por microscopia Optica,
de forma que o resultado final permitiu observar fibras colagenas coradas em azul.

A marcacdo de glicosaminoglicanos (GAGs) nos tecidos, por outro lado, foi feita
mediante coloracdo por azul de alcian. Para tal, os cortes foram desparafinizados,
hidratados e corados com solugcéao de azul de alcian a 1% por 10 minutos. Os cortes foram
ainda contra-corados com hematoxilina por 30 segundos, lavados em agua corrente por 5
minutos, desidratados e montados pra avaliacdo por microscopia o6ptica. O resultado
demonstrou a presenca de GAGs nos tecidos mediante coloracdo azul-clara, de modo que

o nucleo celular, quando presente, foi corado em puarpura pela hematoxilina.

3.11.5 — Avaliagéo da presenca de conteudo celular nos fragmentos mediante marcagéo
com Hoechst 33342

Para verificar a persisténcia de material celular nos tecidos submetidos a
descelularizacao, utilizou-se o corante Hoechst 33342, o qual se liga especificamente ao
DNA e emite fluorescéncia azul quando excitado pela luz ultravioleta. Dessa forma, visando
verificar a existéncia de material genético nas matrizes submetidas aos diferentes
processos de descelularizagéo, os tecidos incluidos em parafina foram desparafinizados
em xilol, hidratados em concentragdes crescentes de etanol e, por fim, incubados em PBS
por 10 minutos. Em seguida, foram marcados com solugéo do corante Hoechst a 5ug/mL
por 5 minutos, lavados com PBS e avaliados em microscopio de fluorescéncia (DMI 4000B

Leica Microsystems, Bannockburn, EUA).

3.11.6 — Teste de esterilidade com os fragmentos apds o processo de descelularizacéo
Para garantir a qualidade microbioldgica das matrizes obtidas, ap0s o processo de
descelularizagéo os fragmentos foram incubados por 5 horas em meio de biépsia, composto
por meio DMEM contendo 2% de Penicillina/Estreptomicina e 2,5ug/mL de anfotericina B,
em estufa de cultivo celular a 37°C. Em seguida, os fragmentos foram transferidos para

placas de 24 pocos contendo 1mL/poco de meio de cultura sem antibioticos, no qual foram
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mantidos a 37°C por 48 horas. Os pocos foram visualmente avaliados para verificar
guaisquer sinais de crescimento microbiano, e foram utilizados nas etapas posteriores

apenas tecidos negativos para o teste microbioldgico.

3.11.7 — Obtencéo do modelo epitelial bronquico utilizando a matriz descelularizada como
scaffold para cultivo em interface ar-liquido (ALI)

Apés a avaliacao dos diferentes métodos de descelularizacdo da matriz brénquica
suina, optou-se por prosseguir com os estudos de repovoamento tecidual utilizando-se os
fragmentos produzidos empregando-se a solucdo de SDS a 1%. Para tal, os fragmentos
foram produzidos conforme descrito na secao 3.11.1, submetidos ao teste de esterilidade
e entdo transferidos para placas de 24 pocos contendo insertos transwell semipermeéaveis
com area de 0,33cm? e poros com 0,4um de diametro (Greiner Bio-One, Germany). Os
insertos foram posicionados de forma que o compartimento basal foi preenchido com 400uL
de meio DMEM suplementado com 10% de SFB, 1% de Penicillina/Estreptomicina, 1% de
aminoacidos nao-essenciais e piruvato de sodio (LmM). Posteriormente, as células Calu-3,
cultivadas conforme previamente descrito no item 3.1, foram coletadas por tripsinizacao, de
modo que uma suspenséo celular foi preparada na concentragéo de 3,3x10° células/mL, da
qgual foram adicionados na superficie de cada tecido 200uL, obtendo-se uma densidade
celular final de 2.0x10° cells/cm?. As células foram cultivadas de forma submersa por 5 dias,
sendo que, no sexto dia, 0 meio apical foi removido dos insertos e as células seguiram com
o cultivo em ALI por até 14 dias, sendo que durante esse Ultimo periodo, as células foram
mantidas em meio DMEM suplementado com 2% de SFB (Figura 20). O meio dos insertos

foi trocado a cada dois dias durante todo o periodo de cultivo.
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Figura 20: Representacdo esquematica da obtencao dos modelos epiteliais bronquicos utilizando
as células Calu-3 cultivadas em interface ar-liquido (ALI) sobre o bioscaffold oriundo da matriz

brénquica suina descelularizada.
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Fonte: SILVA, 2022.
Criado na plataforma BioRender.com

3.11.8 — Estudos de caracterizagdo morfologica e fenotipica das células epiteliais
bronquicas cultivadas na matriz descelularizada

Visando avaliar a biocompatibilidade e o comportamento das células Calu-3 sobre o
scaffold produzido, apds o cultivo por 7 e 14 dias em interface ar-liquido os tecidos foram
fixados em formalina tamponada a 10% e processados para avaliacéo histolégica, conforme
previamente descrito no item 3.8.1. O ensaio de imunofluorescéncia indireta foi conduzido
conforme apresentado no topico 3.8.2 para avaliar qualitativamente a expressdo dos
marcadores pan-citoqueratina, MUCS5AC, E-caderina e colageno IV nos tecidos
reconstruidos, de forma a verificar se o repovoamento do tecido brénquico ocorreu de forma
bem sucedida, bem como se as células Calu-3 ndo passaram por processos de

diferenciacdo ou desdiferenciagdo durante o periodo de cultivo sobre o bioscaffold.

3.12 — Anadlise estatistica

Os resultados do estudo foram expressos como média + desvio padrédo dos valores
obtidos nos diferentes experimentos, de forma que para cada parametro analisado foram
realizados trés ensaios independentes em triplicata. Os ensaios de citotoxicidade foram

avaliados mediante aplicacdo do modelo de regressao nao-linear para a determinacéo dos
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valores de CVso e Clso. Para 0os demais ensaios, o teste t de Student foi utilizado para
determinar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre 0os grupos
avaliados, de modo que valores de p<0,05 foram considerados significantes aplicando-se
um intervalo de confianca de 95%. As analises foram conduzidas utilizando-se o software
GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA).
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5 CONCLUSAO

Dadas as limitacbes metodoldgicas atualmente disponiveis para avaliacdo pré-
clinica de sensibilizantes respiratérios de baixo peso molecular, o presente trabalho se
propds a realizar uma avaliagdo multiparamétrica da resposta humana in vitro a essa classe
de toxicantes, bem como aplicar diferentes estratégias de bioengenharia para obtencao de
modelos com diferentes niveis de complexidade para esse fim. Mediante a avaliacdo de
células ndo-imunoldgicas, verificou-se que os alérgenos quimicos induziram diferentes
alteracdes inflamatorias e funcionais dos distintos tipos celulares avaliados. Apés exposicao
a concentragcdes sub-citotoxicas, as células epiteliais bronquicas aumentaram a producao
de IL-8 e reduziram a expressao da proteina MUC1, que por sua vez esta relacionada a
vias de sinalizacao anti-inflamatdérias. Os fibroblastos pulmonares também apresentaram
aumento na producdo de IL-8. As células endoteliais, por outro lado, sofreram incremento
na producao de IL-6 apds exposicdo a maioria das substancias avaliadas, demonstrando
ainda um perfil de ativagédo que foi demonstrado por meio do aumento da expressdo da
molécula de adesédo ICAM-1. Em conjunto, esses resultados demonstram a participacao de
células nédo inflamatérias no arcabouco mecanistico do processo de sensibilizacdo
pulmonar, mostrando ativacdo de elementos da resposta imune inata que certamente

podem contribuir para a via de efeito adverso desse desfecho.

Com relacédo a linhagem THP-1, utilizada como modelo experimental de células
dendriticas, a mesma também respondeu a acao direta dos sensibilizantes respiratorios
mediante aumento da expressao dos biomarcadores de ativagdo/maturacdo CD86, HLA-
DR e CD11c. Além disso, foi constatado ainda um aumento na producédo de IL-6 em
resposta a tal exposicdo, o que corrobora com a ativacdo de vias de sinalizacdo que
contribuem para a polarizacédo de um perfil de resposta Th2 a nivel de ativacao de linfécitos
T.

Ademais, mediante avaliacdo da interacdo entre os sensibilizantes quimicos e a
proteina mucina, principal componente proteico do muco pulmonar, apesar de alguns
toxicantes interagirem com essa biomolécula, tal interacédo nao foi predominante para todas

as entidades quimicas avaliadas, demonstrando que muito provavelmente esse alvo nao
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interfere significativamente em niveis toxicocinético e toxicodindmico na resposta a tal

exposicao.

Ademais, apoés a integracao dos diferentes tipos celulares avaliados em um Unico
modelo 3D brénquico de co-cultura, verificou-se que o mesmo apresentou biomarcadores
teciduais fenotipicos caracteristicos do epitélio respiratorio humano (MUCL1, E-caderina e
citoqueratina). Além disso, ap6s exposicao a aerossois padronizados do sensibilizante
anidrido maleico, o modelo permitiu ainda a mensuracdo de parametros relacionados a
resposta brénquica a alérgenos de baixo peso molecular. Nessa etapa, foram verificados o
aumento global na producéo das citocinas inflamatérias IL-6 e IL-8. Com relacdo a por¢cao
epitelial, foram observados o aumento na producao de espécies reativas de oxigénio, o qual
provavelmente pode ser associado ao aumento atividade de caspase-3 também
constatado, bem como diminui¢cdo da expressao do biomarcador anti-inflamatério MUC-1,
caracteristicas comumente encontradas no segmento brénquico de pacientes asmaticos.
Além disso, foi observado ainda um aumento na producao de IL-8 pelas células monociticas
THP-1 presentes no compartimento basal do modelo, demonstrando a participagéo desse

tipo celular empregado como modelo de células dendriticas (Figura 21).
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Figura 21: Descricdo sumarizada das principais contribuicdes do presente estudo para a elucidagéo

da via de efeito adverso da alergia quimica respiratéria.

-Aumento na produgéo de IL-6 e IL-8 por
células nao-imunolégicas do trato respiratério;

-Diminuicdo de MUC1 a nivel epitelial;
-Ativacdo endotelial direta;
-Aumento no estresso oxidativo epitelial.
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Fonte: SILVA, 2022.

Criado na plataforma BioRender.com

Além disso, o modelo de co-cultura desenvolvido permitiu agregar diferentes
parametros cruciais para a elaboracdo de uma resposta relevante que reflita a exposicao
do trato respiratdrio a toxicantes inalados. Dentre eles, pode-se destacar a possibilidade de
cultivo em interface ar-liquido, que por sua vez viabilizou a exposicdo a aerossois
diretamente sobre a superficie epitelial; a integracdo dos principais tipos celulares
envolvidos na resposta tecidual a alérgenos de baixo peso molecular, incluindo tanto células
de barreira, estruturais e imunoldgicas; a avaliacdo do microambiente tecidual global,

resultante da comunicacgdao intercelular.
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Por fim, o estudo gerou ainda como produto um bioscaffold oriundo da matriz
brébnquica suina descelularizada que possibilitou o ancoramento, crescimento e
diferenciacdo das células epiteliais brénquicas Calu-3. Dentre as diferentes técnicas
avaliadas, verificou-se que a grande maioria preservou os elementos da matriz extracelular
(colageno, glicosaminoglicanos e membrana basal), de forma que o método de remocao
dos componentes celulares por SDS 1% foi selecionado devido ao baixo custo, menor
tempo de execucdo e preservacao dos componentes teciduais. Os tecidos obtidos foram
repovoados com as células Calu-3, as quais apresentaram crescimento progressivo apos
7 e 14 dias em interface ar-liquido, expressando regularmente os biomarcadores
citoqueratina, MUCS5AC e E-caderina, demonstrando que a matriz se mostrou
biocompativel, bem como possibilitou a proliferacdo e diferenciacdo celular. Tal modelo
pode ser aplicavel para futuras exposi¢des a toxicantes inalados, também em interface ar-
liquido, possibilitando recriar um modelo in vitro que reflete de forma mais representativa o

microambiente brénquico humano.

Portanto, ao término do estudo conclui-se que modelos oriundos de diferentes niveis
de complexidade podem ser aplicados de forma bem-sucedida para avaliagdo do potencial
sensibilizante de alérgenos respiratérios. Os resultados obtidos no presente trabalho
subsidiam tanto as bases mecanisticas da fisiopatologia da alergia quimica respiratéria,
gue podem ser utilizadas na construcédo dessa via de efeito adverso, como demonstra a
aplicabilidade de modelos in vitro que fornecem parametros mensuraveis para avaliacao

pré-clinica de toxicantes inalados.
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