Repuhlica Federativa do Brasil
iskitio do O i i, Ervd st
@ o Coméroin Extarior
Instituto b pitl da P

(RPI 2140)

en Pl 0710777-3 A2

(22) Data de Deposito: 24/04/2007
(43) Data da Publicacao: 10/01/2012

* B RPIOZ?7? 107 7 7 A2 %

(51) Int.CI.:
C12N 5/00
C12N 5/071

(54) Titulo: SUBSTRATO DE CULTURA CELULAR,
METODO PARA CULTURA DE CELULAS, E
PROCESSO PARA A FORMACAO DE UM MATERIAL
POLIMERICO MICROCELULAR

(30) Prioridade Unionista: 28/04/2006 GB 0608403 .2,
20/05/2006 GB 0610120.8, 12/01/2007 GB 0700592.9, 28/04/2006 GB
0608403.2, 12/01/2007 GB 0700592.9

(73) Titular(es): Reinnervate Limited
(72) Inventor(es): Neil Cameron, Stefan Alexander Przyborski

(74) Procurador(es): Momsen, Leonardos & CIA.

(86) Pedido Internacional: PCT GB2007001464 de
24/04/2007

(87) Publicacao Internacional: wo 2007/125288de
08/11/2007

(567) Resumo: SUBSTRATO DE CULTURA CELULAR, METODO
PARA CULTURA DE CELULAS, E, PROCESSO PARA A
FORMAGAO DE UM MATERIAL POLIMERICO MICROCELULAR E
descrito um substrato de cultura celular compreendendo um polimero
em emulsdo de fase interna altamente polimerizada adaptado e
modificado para uso na cultura de rotina de células em trés dimensdes;
tipicamente células de mamifero e o uso do substrato em um sistema
de cultura celular para investigagdo e analise de proliferagao,
diferenciacao e funcéo celular.
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“SUBSTRATO DE CULTURA CELULAR, METODO PARA CULTURA
DE CELULAS, E, PROCESSO PARA A FORMACAO DE UM
MATERIAL POLIMERICO MICROCELULAR?”

A invencdo diz respeito a um substrato de cultura celular
compreendendo um polimero em emulsdo de fase interna altamente
polimerizada (poliHIPE) adaptado para instala¢@o e uso em artigos de plastico
de cultura celular ja existentes para o crescimento de células, tipicamente
células de mamifero, e ao uso do substrato em um sistema de cultura celular
para a anélise de prolifera¢do, diferenciagéo e funcio celular.

A cultura de células eucaridticas, por exemplo, células de
mamifero, tornou-se um procedimento de rotina, e condig¢des de cultura
celular que permitem que as células se proliferem, diferenciem e funcionem
sdo bem definidas. Tipicamente, cultura celular de células de mamifero requer
um vaso estéril, normalmente fabricado a partir de plasticos (tipicamente
poliestireno), meio de crescimento definido e, em alguns exemplos, células
alimentadoras e soro, tipicamente soro de bezerro. As células alimentadoras
funcionam para fornecer sinais que estimulam a proliferagdo celular e/ou
manter as células em um estado ndo diferenciado, e poder influenciar na
fun¢do celular. A cultura de células procaridticas, por exemplo, células
bacterianas, também é uma técnica estabelecida e tem sido usada por muitos
anos para a produg¢do de moléculas valiosas.

A cultura de células de mamifero tem muitas aplicagles e
existem indmeros ensaios e modelos in vitro onde a cultura celular € usada
para experimentagdo e pesquisa; por exemplo, o uso de cclulas na engenharia
de tecidos; o uso de sistemas de expressdo de mamifero para a producdo de

proteina recombinante e 0 uso de células de mamifero na selegdo inicial de
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medicamentos.

A engenharia de tecido é uma ciéncia que tem implicagdes
com relacdo a muitas 4reas de cirurgia clinica e cosmética. Mais
particularmente, engenharia de tecido diz respeito a substituicdo e/ou
restauracio e/ou reparo de tecidos danificados e/ou doentes para retornar ao
tecido e/ou 6rgdo a um estado funcional. Por exemplo, engenharia de tecido €
usada na provisdo de enxertos de pele para reparar feridas que ocorrem em
conseqiiéncia de contusdes, ou queimadas, ou deficiéncia de cicatrizagdo do
tecido em virtude de ulceras venosas ou diabéticas. Engenharia de tecido
requer cultura in vitro de tecido de substituicdo seguido por aplicagdo
cirargica do tecido a uma ferida a ser reparada.

A produgdo de proteina recombinante em sistemas de
expressdo celular é baseada tanto na expressdo de célula procaridtica quanto
na expressio de célula eucaridticas. A 1ultima € preferida, quando
modificagdes pos-tradugdo para a proteina sdo necessarias. Sistemas
eucarioticos incluem o uso de células de mamifero, por exemplo, células de
ovario de Hamster chinés; células de insetos, por exemplo, Spadoptera spp;
ou levedura, por exemplo, Saccharoryces spp, Pichia spp. A produgdo em
grande escala de proteina recombinantes requer um alto padréo de controle de
qualidade, uma vez que muitas destas proteinas sdo usadas como produtos
farmacéuticos, por exemplo: horménio do crescimento; leptina; eritropoietina;
prolactina; TNF, interleucinas; fator que estimula a coldnia de granulécito (G-
CSF); fator .que estimula a coldnia de macréfago grauldcito (GM-CSF); fator
neurotréfico ciliar, (CNTF); cardiotropina-1 (CT-1); fator inibitério de
leucemia, oncostatina M (OSM); interferon, IFNa, IFNy. Além disso, o

desenvolvimento de vacinas, particularmente vacinas de subunidades,
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(vacinas a base de um antigeno definido, por exemplo, p120 de HIV), requer a
produgdo de grandes quantidades de proteina pura livre de antigenos de
contamina¢iio que podem provocar anafilaxia. Em algumas situages, €
desejavel fabricar proteina recombinante em células que sdo diferenciadas e
capazes de processar o polipeptideo expresso. O processamento pos-tradugéo
inclui o processamento proteolitico de proteinas precursoras e a adi¢do ou
remoc¢do de grupos quimicos (por exemplo, fosforilagdo, prenilag@o,
glicosilag#o, farnesilagdo).

Além disso, células de mamifero s@o usadas na selecdo de
medicamento inicial para determinar se um agente terapéutico de lideranca
(por exemplo, um agonista ou antagonista de molécula pequena, um anticorpo
monoclonal, peptideo terapéutico, aptdmero de 4acido nucleico, RNA
inibitorio pequeno (RNAsi)) tém eficicia antes de os experimentos animais
serem realizados.

Existe uma necessidade de fornecer melhores sistemas de
cultura celular em que células de mamifero podem ser cultivadas para
fornecer uma populagio de células que € o mais tecnicamente possivel
préoxima de seu estado natural para possibilitar a andlise de proliferacdo
celular, diferenciacgfio e fungdo de uma maneira confiavel.

Sistemas de cultura celular sdo conhecidos na tecnologia e
encontram-se disponiveis aos versados na tecnologia ha muitos anos. Cultura
celular tipicamente envolve o crescimento de células em cultura monocamada
em condi¢cdes estéreis em vasos de cultura celular fechados. Mais
recentemente, sistemas de cultura celular foram desenvolvidos que fornecem
meios pelos quais células podem ser cultivadas em 3 dimensdes para mais

intimamente parecer-se a situagdo encontrada in vivo. Por exemplo,
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W02003/014334 descreve um método de cultura celular in vitro que fornece
um regime de cultura que permite que células epiteliais da préstata formem
acinos tipo préstata que intimamente se parecem aos acinos de prostata
encontrados in vivo. Estes tém utilidade no teste da eficacia de agentes
anticancerigenos com relagdo ao controle de proliferagdo ou metastase de

células de cancer de prostata, uma vez que células epiteliais da prostata

" transformadas também formam acinos no sistema de cultura celular.

Além disso, substratos de culturas celulares sdo descritos em

~ W000/34454, cujo conteudo esta aqui incorporado pela referéncia na sua

integra, que compreende materiais poliméricos microcelulares que s#o

descritos como polimeros poliHIPE. Estes polimeros formam estruturas
reticuladas de poros que interconectam um com o outro para fornecer um
substrato ao qual células podem anexar e proliferar. O processo para a
formag¢do de poliHIPEs permite que o volume do poro seja exatamente
controlado com o volume do poro variando de 75% a 97%. Tamanhos de poro
podem variar entre 0,1 a 1.000 micron e o didmetro dos membros
interconexdes de poucos microns a 100 microns. Além disso, os poliHIPEs
podem ser combinados com componentes adicionais que facilitam a
proliferacdo e/ou diferenciagdo celular. PoliHIPEs sd3o, desta forma,
substratos versateis em que células podem anexar e proliferar em um sistema
de cultura celular. Processos para a preparacdo de poliHIPEs s3o bem
conhecidos na tecnologia e também descritos em W02004/005355 e
W02004/004880 cada um dos quais estd aqui incorporado pela referéncia na
sua integra.

PoliHIPEs sdo comercialmente disponiveis e compreendem,
por exemplo, mondmeros de estireno de fase de 6leo, divinil benzeno € um
agente tensoativo, por exemplo, monooleato de sorbitano Span 80. Além do
mais, a rigidez do polimero formado durante o processamento do poliHIPE

pode ser afetada pela inclus@o de um mondmero, tal como acrilato de 2-
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etilexila. O processo para a formagdo de poliHIPE a partir de uma emulsdo ¢
iniciado pela adi¢do de um catalisador, tal como perssulfato de amonio.

Os processos para a fabricagdo de poliHIPEs em W000/34454,
W02004/005355 ¢ W02004/004880 descrevem varias condigdes para a
formagdo de polimeros. Por exemplo, a concentragdo de estireno pode variar
de 15% (p/p) a 78% (p/p); concentragdo de agente tensoativo varia entre 14%
(p/p) € 15% (p/p) e a adigdo do mondmero acrilato de 2-etilexila varia entre
60% (p/p) e 62% (p/p). Além disso, a descri¢do nestes pedidos de patente diz
respeito a produgdo de suportes celulares unitdrios aos quais as células
anexam e crescem. Os poliHIPEs resultantes formados por estes processos
tém volumes do poro que variam de 75% a 97%.

Descreve-se aqui um processo para a formagdo de um
poliHIPE que tem propriedades superiores especificamente projetadas para as
culturas celulares de rotina, tipicamente células de mamifero, quando
comparado aos poliHIPEs formados pelos processos da tecnologia anterior.
Os poliHIPEs assim formados tém uma porosidade em torno de 90% e sdo
adicionalmente processados em membranas ou camadas finas (por exemplo,
por seccionamento do micrétomo) para produzir um substrato de cultura
celular compreendendo uma pluralidade de poliHIPE finos adaptados para
ajustar aos vasos de cultura celular j& existentes. O poliHIPE também ¢
modificado pela inclusdo de monomeros e polimeros orgéanicos para fornecer
um substrato de cultura celular adequado para tipos celulares especificos. O
sistema de cultura celular aqui descrito pode ser aplicado tanto a células
eucaridticas quanto células procariéticas para fornecer o meio para produzir
culturas celulares que refletem mais intimamente as condigdes in vivo para
fornecer um sistema de cultura celular mais confiavel que tem aplicagGes, por
exemplo, na engenharia de tecido, produgdo de proteina recombinante e
selecdo de medicamento.

De acordo com um aspecto da invengdo € fornecido substrato
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de cultura celular compreendendo uma pluralidade de material polimérico
microcelular seccionado em que o volume do poro do material polimérico
microcelular é entre 88% e 92%

O volume do poro é definido como a fragdo do volume total do
material que é composto de poros, e é determinado pela fracdo da goticula da
emulsdo origindria.

Em uma modalidade preferida da invengédo, o dito volume do
poro ¢ cerca de 90%. '

Determinou-se que membranas de material polimérico
microcelular com um volume do poro de cerca de 90% sdo um substrato
surpreendentemente efetivo para crescimento celular. Demonstrou-se que a
aderéncia, proliferagdo e fungdo celular sdo significativamente afetadas pela
estrutura do material polimérico. As células aderem melhor a materiais de
90% de porosidade e proliferam bem e mostram melhor fungdo sobre as
células crescidas em materiais poliméricos com diferentes porosidades (por
exemplo, 95% de volume do poro). Além disso, demonstrou-se que a
proliferacéo e fung:éo de células crescidas em 90% de materiais poliméricos €
significativamente melhor, comparada ao crescimento de células em plastico
de cultura de tecido de 2 dimensdes convencionais.

Em uma modalidade adicionalmente preferida da invencao, o
dito substrato compreende um elastomero hidrofébico em uma concentragéo
entre 20% (p/p) e 40% (p/p) do teor de mondmero total.

Em uma modalidade preferida da invengédo, o dito elastomero
hidrofobico é fornecido em uma concentragdo entre 25% (p/p) e 35% (p/p).
Preferivelmente a dita concentragdo € selecionada do grupo que consiste em
26% (p/p); 27% (p/p); 28% (p/p); 29% (p/p); 30% (p/p); 31% (p/p); 32%
(p/p); 33% (p/p); ou 34% (p/p).

Em uma modalidade preferida da inveng¢édo, o dito elastdbmero

hidrofébico é fornecido em uma concentragio de 30% (p/p).
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Em uma modalidade preferida da invengdo, o dito elastbmero
¢ selecionada do grupo que consiste em acrilato de 2-etilexila; acrilato de n-
butila e acrilato de n-hexila.

Em uma modalidade preferida da inveng¢do, o dito elastdmero
¢ acrilato de 2-etilexila. Preferivelmente o dito acrilato de 2-etilexila €
fornecido entre 28% (p/p) e 32% (p/p); preferivelmente acrilato de 2-etilexila
é fornecido a cerca de 30% (p/p). |

Em uma modalidade preferida da inveng¢ao, o dito substrato de
cultura celular compreende polivinila. Preferivelmente o dito polivinila é
poliestireno; preferivelmente um poliestireno compreendendo um mondmero
de estireno e divinilbenzeno.

Em uma modalidade preferida da invengéo, o dito substrato de
cultura celular compreende um agente tensoativo.

Em uma modalidade preferida da invengdo, o dito agente
tensoativo € fornecido em uma concentragdo de 20-30% (p/p) da fase de
mondmero da emulsio; preferivelmente 24-26% (p/p), e acima de tudo
preferivelmente em torno de 25% (p/p).

Em uma modalidade preferida da inveng¢éo, o dito substrato de
cultura celular compreende uma pluralidade de material polimérico
microcelular seccionado em que as ditas se¢des sdo 50-1.000 microns de
espessura; preferivelmente as ditas segdes sdo aproximadamente 500-750
microns de espessura. Mais preferivelmente still as ditas se¢des sdo 100-200
microns de espessura.

Em uma modalidade preferida da inveng@o, o dito substrato de
cultura celular compreende uma pluralidade de material polimérico
microcelular seccionado em que as ditas se¢des sdo 50-250 microns de
espessura; preferivelmente as ditas se¢des sdo aproximadamente 150 microns
de espessura.

Em uma modalidade preferida alternativa da inveng¢do o dito
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substrato de cultura celular compreende uma pluralidade de material
polimérico microcelular seccionado em que as ditas se¢des sdo 50-450
microns de espessura; preferivelmente as ditas se¢des sdo aproximadamente
120 microns de espessura.

Em uma modalidade preferida da invengfo, o dito material
microcelular seccionado € aproximadamente 300 microns de espessura.

Em uma modalidade preferida da invengdo, o dito substrato de
cultura celular compreende um mondémero orgénico adicional.

Em uma modalidade preferida da invengéo, o dito mondomero
orginico € selecionada do grupo que consiste em: metacrilato de N-butila,
metacrilato de n-hexila, acrilato de cicloexila, metacrilato de cicloexila,
acrilato de fenila, metacrilato de fenila, cloreto de 3-vinilbenzila, cloreto de 4-
vinilbenzila, para-acetoxiestireno.

Ainda em uma modalidade adicional da invengdo o dito
substrato de cultura celular compreende um polimero orgénico adicional.

Em uma modalidade preferida da invencdo, o dito polimero
orginico € selecionada do grupo que consiste em: poli(metacrilato de N-
butila), poli(metacrilato de n-hexila), poli(acrilato de cicloexila),
poli(metacrilato de cicloexila), poli(acrilato de fenila), poli(metacrilato de
fenila), poli(cloreto de 3-vinilbenzila), poli(cloreto de 4-vinilbenzila),
poli(para-acetoxiestireno).

Em uma modalidade preferida da invengéo, o dito substrato de
cultura celular compreende uma superficie que foi modificada pela provisdo
de um revestimento que facilita a anexagéo, proliferacdo e/ou diferenciagdo
de células anexadas a superficie.

Em uma modalidade preferida da invencéo, a dita modifica¢ido
é a provisdo de um revestimento proteinaceo.

Em uma modalidade preferida da invengdo, o dito

revestimento proteindceo compreende pelo menos uma molécula selecionada
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do grupo que consiste em: laminina, coldgeno, por exemplo, suportes
celulares tipo Matrigel, fibronectina, matrizes de peptideo a base de nao
colageno.

Um exemplo de uma matriz de peptideo a base de ndo
colageno € PuraMatrix.

Em uma modalidade preferida alternativa da inveng¢fdo o dito
revestimento proteindceo compreende um revestimento de 4cido de polimina.

Poli aminoacidos tém propriedades que imitam proteinas e em
particular proteinas as quais células podem ser anexadas e crescer. Poli
aminoacidos podem ser homopolimeros ou heteropolimeros. Exemplos de
poli aminoacidos usados na cultura celular incluem poli L ornitina e poli L
lisina. Revestimentos proteindceos sdo bem conhecidos na tecnologia. Por
exemplo, ver Cultura of Animal Cells, Ian Freshney, Wiley-Liss 1994, que
estd aqui incorporado pela referéncia na sua integra.

Em uma modalidade preferida -alternativa da invengdo a
superficie do dito substrato de cultura celular € fisicamente modificada.

Em uma modalidade preferida da invencdo, o dito substrato
compreende uma superficie que € modificada por tratamento com plasma
£as0so.

O tratamento com plasma gasoso de substratos de culturas
celulares é conhecido na tecnologia. O tratamento com plasma pode ser usado
para alterar as propriedades fisicas de uma superficie de cultura celular. Por
exemplo, amOnia e oxigénio foram usados como plasmas gasosos para
melhorar a anexacdo e proliferagdo celular em produtos de cultura celular. O
processo envolve a excitagdo de produtos gasosos em baixas pressdes e
temperaturas ambientes por energia de radiofreqiiéncia. Os plasmas contém
elétrons livres e outras particulas metaestdveis que mediante colisio com
superficies poliméricas pode modificar a superficie quebrando ligagdes

quimicas. Isto cria radicais livres que também modificam a superficie do
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polimero.

De acordo com um aspecto adicional da inveng¢do € fornecido
um vaso de cultura celular compreendendo um substrato de cultura celular de
acordo com a invengdo.

“Vaso de cultura celular” é definido como qualquer meio
adequado para conter o substrato de cultura celular descrito anteriormente.
Tipicamente, um exemplo de um vaso como este € uma placa de petri; garrafa
ou frasco de cultura celular ou placas de cultura de multiplos pogos ou pogo
inerte. Placas de cultura de multiplos pogos sdo placas de microtitulagdo de
multiplos pogos com formatos, tais como 6, 12, 48, 96 € 384 pogos que sédo
tipicamente usados para compatibilidade com sistemas de carga automatizada
e manuseio robotico. Tipicamente, telas de alto rendimento usam misturas
homogéneas de agentes com um composto indicador que € tanto convertido
quanto modificado resultando na produgéo de um sinal. O sinal é¢ medido por
meios adequados (por exemplo, detec¢do de emissdo de fluorescéncia,
densidade otica, ou radioatividade) seguido por integracdo dos sinais a partir
de cada pogo contendo as células, substrato/agente e composto indicador.

Em uma modalidade preferida da invengdo, o dito vaso de
cultura celular compreendendo o dito substrato de cultura celular compreende
adicionalmente uma célula e meio de cultura celular.

Em uma modalidadé preferida da invengdo, a dita célula € uma
célula eucaridtica; preferivelmente a dita célula eucaridtica € selecionada do
grupo que consiste em: uma célula de mamifero; uma célula de planta; uma
célula de fungo; um bolor viscoso.

Em uma modalidade preferida da invencdo, a dita célula de
mamifero é uma célula primata; preferivelmente a dita célula primata € uma
célula humana.

Em uma modalidade preferida da invengdo, a dita célula de

mamifero é selecionada do grupo que consiste em um queratindcito
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epidérmico; um fibroblasto.(por exemplo, mucosa dérmica, corneal, intestinal,
mucosa oral, bexiga, uretra, prostata, figado) uma célula epitelial (por

exemplo, mucosa corneal, dérmica, corneal, intestinal, mucosa oral, bexiga,

uretra, prostata, figado); uma célula neuronal glial ou célula neural; um
hepatécito ou célula Stelatte de hepatécito; uma célula mesenquimal; uma
célula muscular (cardiomiécito, ou célula de miotubo); uma célula renal; uma

célula sanguinea (por exemplo, linfocito CD4+, linfocito CD8+; uma célula B
pancredtica; ou uma célula endotelial);
Em uma modalidade preferida da invengéo, a dita célula € uma

10  linha celular derivada de tecido tumoral.
Em uma modalidade preferida alternativa da invengdo a dita
célula de mamifero é uma célula-tronco. _
Em uma modalidade preferida da invengdo, a dita célula-
tronco é selecionada do grupo que consiste em: célula-tronco hematopoiética;

15 célula-tronco neural; célula-tronco Ossea; célula-tronco muscular; célula-
tronco mesenquimal; célula-tronco epitelial (derivada de érgdos, tais como
pele, mucosa gastrintestinal, rins, bexiga, glandulas mamarias, utero, prostata

e glandulas endécrinas, tal como a pituitaria); célula-tronco endodérmica
(derivadas de orgdos, tais como o figado, pancreas, pulmdes e vasos

sanguineos); célula-tronco embrionaria; célula germinal embrionaria; célula-

20
tronco de carcinoma embrionario.
Em uma modalidade preferida da invengdo, a dita célula-

tronco embrionaria/ célula germinal embrionaria é uma célula pluripotente e

ndo uma célula totipotente.

célula é uma célula procariética; preferivelmente uma célula bacteriana.

Em uma modalidade preferida alternativa da inven¢do a dita
Em uma modalidade adicionalmente preferida da invengdo a

25

dita célula ou linha celular é geneticamente modificada.
Em uma modalidade preferida da invengdo, o dito vaso de
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cultura celular é um biorreator; preferivelmente o dito biorreator € projetado
para ampliar a proliferagdo, diferenciagéo e fungdo do dito tipo célula.

De acordo com um aspecto da invengdo ¢ fornecido um
método para cultura de células compreendendo as etapas de:

i) fornecer um vaso de cultura celular compreendendo:

a) células;

b) um substrato de cultura celular de acordo com a inveng&o;

c) meio de cultura celular suficiente para suportar o
crescimento das ditas células; e

ii) fornecer condigdes de cultura celular que promovem a
proliferagdo e/ou diferenciagéo e/ou fun¢éo das ditas células.

Em um método preferido da invencdo as ditas células séo
células de mamifero; preferivelmente células humanas.

Em um método preferido da invengdo as ditas células sdo
hepatocitos.

Em uma modalidade preferida alternativa da invencgéo as ditas
células sdo células procaridticas; preferivelmente células bacterianas.

Se microrganismos forem usados no método de cultura celular
de acordo com a invencgdo, elas crescem ou sdo cultivadas de uma maneira
familiar ao versado na tecnologia, dependendo do organismo hospedeiro.
Como uma regra, microrganismos crescem em um meio liquido
compreendendo uma fonte de carbono, normalmente na forma de acgucares,
uma fonte de nitrogénio, normalmente na forma de fontes de nitrogénio
orgénico, tais como extrato de levedura ou sais, tais como sulfato de amonio,
elementos traco, tais como sais de ferro, manganés e magnésio e, se
apropriado, vitaminas, em temperaturas entre 0°C e 100°C, preferivelmente
entre 10°C e 60°C, gaseificando a0 mesmo tempo em oxigénio.

O pH do meio liquido pode tanto ser mantido constante, isto ¢,

regulado durante o periodo de cultura ou néo. As culturas podem crescer em
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lotes, semi-lotes ou continuamente. Nutrientes podem ser fornecidos no inicio
da fermenta¢io ou alimentados de forma semicontinua ou continua. Os
produtos produzidos podem ser isolados dos organismos, conforme descrito
anteriormente por processos conhecidos pelo versado na tecnologia, por
exemplo, pode extragdo, destilagdo, cristalizagdo e, se apropriado,
precipitagdo com sal, e/ou cromatografia. Com esta finalidade, os organismos
podem vantajosamente ser despedacados antecipadamente. Neste processo, 0o
valor do pH € vantajosamente mantido entre pH 4 e 12, preferivelmente entre
pH 6 e 9, especialmente preferivelmente entre pH 7 e 8.

Da forma descrita anteriormente, estes meios que podem ser
empregados de acordo com a invengdo, normalmente compreendem uma ou
mais fontes de carbono, fontes de nitrogénio, sais inorganicos, vitaminas e/ou
elementos trago.

Fontes de carbono preferidas sdo agucares, tais como mono-,
di- ou polissacarideos. Exemplos de fontes de carbono sdo glicose, frutose,
manose, galactose, ribose, sorbose, ribulose, lactose, maltose, sacarose,
rafinose; amido ou celulose. Agucares também podem ser adicionados ao
meio por meio de compostos complexos, tais como molases ou outros
subprodutos do refino de agtcar. A adigdo de misturas de uma variedade de
fontes de carbono também pode ser vantajosa. Outras possiveis fontes de
carbono sdo dleos e gorduras, tais como, por exemplo, 6leo de soja, 6leo de
girassol, 6leo de amendoim e/ou gordura de coco, acidos graxos, tais como,
por exemplo, acido palmitico, 4cido estedrico e/ou acido linoléico, alcoois
e/ou polidlcoois, tais como, por exemplo, glicerol, metanol e/ou etanol, e/ou
acidos orginicos, tais como, por exemplo, acido acético e/ou acido latico.

Fontes de nitrogénio sdo normalmente materiais ou compostos
orginicos ou inorginicos compreendendo estes compostos. Exemplos de
fontes de nitrogénio compreendem, aménia na forma liquida ou gasosa ou sais

de amoénio, tais como sulfato de amonio, cloreto de amoénio, fosfato de
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aménio, carbonato de aménio ou nitrato de amodnio, nitratos, uréia,
aminoacidos ou fontes de nitrogénio complexas, tais como licor de maceragdo
de milho, farinha de soja, proteina de soja, extrato de levedura, extrato de
carne e outros. As fontes de nitrogénio podem ser usadas individualmente ou
como uma mistura.

Compostos de sis inorganicos que podem estar presentes no
meio compreendem os sais de cloreto, fosforo e sulfato de célcio, magnésio,

sodio, cobalto, molibdénio, potdssio, manganés, zinco, cobre e de compostos

contendo enxofre inorginico, tais como, por exemplo, sulfatos, sulfitos,

ditionitas, tefrationatos, tiossulfatos, sulfitos, ou ainda compostos de enxofre
organico, tais como mercaptanos e tidis podem ser usados como fontes de
enxofre para a produ¢do de produtos quimicos finos contendo enxofre, em
particular de metionina.

Acido fosférico, diidrogenofosfato de potassio ou
hidrogenofosfato de dipotassio ou os sais contendo sédio correspondentes
podem ser usados como fontes de fésforo.

Agentes quelantes podem ser adicionados ao meio de maneira
a manter os ions metalicos em solu¢do. Agentes quelantes particularmente
adequados compreendem diidroxifenois, tais como catecol ou protacatecuato
e acidos orgénicos, tal como &cido citrico.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo é fornecido
um método para selecionar um agente em que o dito agente afeta a
proliferagdo, diferenciagdo ou fungdo de uma célula compreendendo as etapas
de:

i) fornecer uma cultura celular compreendendo pelo menos
uma célula e um substrato de cultura celular de acordo com a invengao;

ii) adicionar pelo menos um agente a ser testado; e

iil) monitorar a atividade do agente com relagdo a proliferagdo,

diferenciagdo ou fung@o d as ditas células.
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Em um método preferido da invencdo a dita célula € um
hepatdcito.

Em um método preferido da invengdo o dito método de
triagem inclui as etapas de: confrontar os dados de atividade no (iii) anterior;
converter os dados confrontados na forma de dados analisaveis e;
opcionalmente fornecer um resultado para os dados analisados.

Inimeros métodos s@o conhecidos que geram imagem e

extraem informa¢do com relagdo as mudangas espacial e temporal que

“ocorrem nas células que expressam, por exemplo, proteinas fluorescentes e

outros marcadores da expressdo genética, (ver Taylor et al Am. Scientist 80:
322-335, 1992), que esta aqui incorporado pela referéncia. Além disso, USS.
989.835 e US09/031.271, ambos aqui incorporados pela referéncia,
descrevem sistemas Oticos para determinar a distribui¢do ou atividade das
moléculas reportadoras fluorescentes nas células para sele¢do de grande
numero de agentes de atividade biolégica. Os sistemas descritos nas patentes
anteriores também descrevem um método computadorizado para processar,
armazenar e apresentar os dados gerados.

A selecdo de grande ntimero de agentes requer o preparo de
arranjos de células para o manuseio de células e a administracdo de agentes.
Dispositivos de ensaio, por exemplo, incluem placas de microtitulagdo padrio
de multiplos pogos com formatos, tais como 6, 12, 48, 96 e 384 pogos que sdo
tipicamente usados para compatibilidade com sistemas de carga automatizada
ou manuseio robdtico. Tipicamente, telas de alto rendimento usam misturas
homogéneas de agentes com um composto indicador que tanto € convertido
quanto modificado resultando na produgéo de um sinal. O sinal € medido por
meios adequados (por exemplo, detecgdo de emissdo de fluorescéncia,
densidade 6tica; ou radioatividade) seguido por integragdo dos sinais a partir
de cada pogo contendo as células, agente e composto indicador.

O termo ‘“agente” inclui qualquer molécula pequena,
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anticorpo, polipeptideo, peptideo, aptdmero, RNA inibitério de fita dupla ou
pequeno. Estes podem ser um agonista ou um antagonista.

Antagonistas de molécula pequena incluem agentes
quimioterapéuticos usados no tratamento de doengas, tal como céncer.

Anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) s8o uma classe de
proteinas relacionadas estruturalmente consistindo em dois pares de cadeias
de polipeptideo, um par de cadeia leve (L) (baixo peso molecular) (x ou 1), e
um par de cadeia pesada (H) (y, a, 1, § e €), todas as quatro ligadas junto por

pontes de dissulfito. Tanto cadeias H quanto L tém regides que contribuem

para a ligagdo do antigeno e que sio altamente varidveis de uma molécula de

Ig para a outra. Além do mais, cadeias H e L contém regides que sdo ndo
variaveis ou constantes. As cadeias L consistem em dois dominios. O dominio
carboxi-terminal é essencialmente idéntico entre as cadeias L de um dado tipo
e é referido como a regido “constante” (C). Os dominios amino terminal
variam de cadeia L para cadeia L e contribuem para o sitio de liga¢do do
anticorpo. Em virtude de sua variabilidade, ele € referido como a regido
“variavel” (V). A regido varidvel contém regides que determinam
complementariedade ou CDR's que formam uma cavidade que se liga ao
antigeno. As cavidades de ligagdo compreendem regides variaveis H e L que
contribuem para o reconhecimento do antigeno. E possivel criar regides
varidveis simples, entdo denominadas fragmentos de regido varidvel de
anticorpo de cadeia simples (scFv's). Se um hibridoma existir para um
anticorpo monoclonal especifico, ele é bem conhecido pelos versados na
tecnologia para isolar scFv's de nRNA extraido do dito hibridoma por meio de
RT PCR. Alternativamente, sele¢do que apresenta fago pode ser usada para
identificar clones que expressam scFv's. Alternativamente os ditos fragmentos
sdo “fragmentos do anticorpo do dominio”. Anticorpos do dominio s&o a
menor parte que se liga de um anticorpo (aproximadamente 13 kDa).

Exemplos desta tecnologia sdo descritos em US 6.248.516, US 6.291.158, US
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6.127.197 ¢ EP 0368684 que estdo todos aqui incorporados pela referéncia na
sua integra.

Aptdmeros sdo moléculas de 4acido nucleico pequenas,
normalmente estabelecidas, que compreendem um dominio de ligagdo para
uma molécula alvo. Um método de triagem para identificar aptdmeros €
descrito em US 5.270.163 que estd aqui incorporado pela referéncia.
Aptameros sdo tipicamente oligonucleotideos que podem  ser

oligodesoxinucleotideos de fita simples, oligoribonucleotideos, ou

oligodesoxinucleotideos ou oligoribonucleotideos modificados.

Uma técnica mais recente para especificamente separar a
fun¢do genética é por meio da introdugdo de RNA de fita dupla, também
referido como RNA inibitério pequeno ou de interferéncia (RNAsi), em uma
célula que resulta na destruigio do RNAm complementar da seqiiéncia
incluida na molécula de RNAsi. A molécula de RNAsi compreende duas fitas
complementares de RNA (uma fita sentido e uma fita anti-sentido) anelada
um a outra para formar uma molécula de RNA de fita dupla. A molécula de
RNAsi é tipicamente derivada de éxons do gene que € para ser separado. O
mecanismo de interferéncia de RNA esta sendo elucidado. Muitos organismos
respondem a presenga de RNA de fita dupla ativando uma cascata que leva a
formagdo de RNAsi. A presenga de RNA de fita dupla ativa um complexo de
proteina compreendendo RNase III que processa o RNA de fita dupla em
fragmentos menores (RNAsis, aproximadamente 21-29 nucleotideos de
comprimento) que se torna parte de um complexo de ribonucleoproteina. O
RNAsi age como um guia para o complexo de RNase para clivar RNAm
complementar a fita anti-sentido do RNAsi, resultando assim na destruigédo do
RNAm. Um agente baseado em um RNAsi teria valor na determinagdo da
fun¢do de um gene especifico na proliferacédo e/ou diferenciagdo celular.

De acordo com um aspecto adicional da invengéo € fornecido

um método para a identificagdo de genes associados a diferenciagéo celular
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compreendendo as etapas de

i) fornecer uma cultura celular compreendendo pelo menos
uma célula e um substrato de cultura celular de acordo com a invencgéo;

ii) extrair acido nucleico de células na dita cultura celular;

iii) colocar o dito acido nucleico extraido em contato com um
arranjo de acido nucleico; e

iv) detectar um sinal que indica a ligagdo do dito &cido
nucleico a um par de ligagdo no dito arranjo de acido nucleico.

Em um método preferido da invengdo a dita célula € um
hepatdcito.

Preferivelmente o dito método inclui as etapas adicionais de

i) confrontar o(s) signal(s) gerado(s) pela ligagdo do dito acido
nucleico ao dito par de ligacdo;

ii) converter os sinais confrontados em uma forma de dados
analisavel e, opcionalmente;

iii) fornecer um resuitado para os dados analisados.

Métodos usados para a identificagdo de marcadores de
diferenciagdo celular e/ou marcadores de transformacdo celular incluem
técnicas a base de imunogénicos (por exemplo, usando as células como
imundégenos complexos para desenvolver anti-soros, por exemplo, para
marcadores de superficie celular e similares), técnicas a base de acido
nucleico (por exemplo, triagem diferencial usando cDNA de células normais
e transformadas). Também, sabe-se ha muitos anos que células tumorais
produzem inimeros antigenos especificos de célula tumoral, alguns dos quais
sdo apresentados na superficie da célula tumoral. Estes sdo geralmente
referidos como antigenos de rejeigdo tumoral e sdo derivados de polipeptideos
grandes referidos como precursores de antigeno de rejeigdo tumoral.
Antigenos de rejei¢do tumoral sdo apresentados por meio de HLA’s para o

sistema imune. O sistema imune reconhece estas moléculas como estranhas e
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naturalmente seleciona e destroi células que expressam estes antigenos. Se
uma célula transformada escapa da deteccdo e se estabelece, um tumor se
desenvolve. Vacinas foram desenvolvidas com base em antigenos de rejei¢do
tumoral dominantes para fornecer individuos com uma defesa pré-formada ao
estabelecimento de um tumor. O método de acordo com a invengdo fornece
um meio para identificar antigenos de rejei¢do tumoral e precursores que
terdo utilidade com relag¢do ao desenvolvimento de vacina para fazer com que
o sistema imune dos proprios pacientes impeca o estabelecimento de tumores.

De acordo com um aspecto ainda adicional da invengdo €
fornecido um método para analisar in vitro o desenvolvimento de cé€lulas
cancerosas de células normais compreendendo

i) formar uma preparagio compreendendo um substrato de
cultura celular de acordo com a invengdo, incluindo células;

ii) adicionar pelo menos um agente capaz de induzir
transformacéo celular; e

iii) monitorar o efeito, ou nfo, do dito agente na transformacgéo
das ditas células.

Em um método preferido da invenc¢do as ditas células sdo
hepatocitos.

Sabe-se bem na tecnologia que existem agentes capazes de
transformar uma célula normal em uma célula transformada com muitas das
caracteristicas de células cancerosas. Estes incluem, por exemplo, somente
virus, agentes que intercalam DNA, oncogenes e genes de telomerase.

Da forma aqui usada, o termo “céncer” ou “canceroso” refere-
se as células com a capacidade de crescimento auténimo, isto €, um estado ou
condi¢cdo anormal caracterizado por rapidamente proliferar o crescimento
celular. Entende-se que o termo inclui todos os tipos de crescimentos
cancerosos ou processos oncogénicos, tecidos metastaticos ou células, tecidos

ou orgdos transformados malignos, independente do tipo histopatolégico ou
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estagio de invasividade. O termo “céncer” inclui malignancias dos varios
sistemas de Orgdo, tais como os que afetam, por exemplo, pulmdo, mama,
tiredide, linféide, trato gastrintestinal e genito-urindrio, bem como
adenocarcinomas que incluem malignancias, tais como a maioria dos cinceres
de colon, carcinoma da célula renal, cancer de prostata e/ou tumores de
testiculo, carcinoma de célula ndo pequena do pulmdo, cancer do intestino
delgado e célncer do es6fago. O termo “carcinoma” € reconhecido na
tecnologia e refere-se as malignéncias dos tecidos epitelial ou endocrino
incluindo carcinomas do sistema respiratorio, carcinomas do sistema
gastrintestinal, carcinomas do sistema genitourindrio, carcinomas de testiculo,
carcinomas de mama, carcinomas prostaticos, carcinomas do sistema
enddcrino e melanomas. Carcinomas exemplares incluem os que formam a
partir do tecido do cérvix, pulmdo, prdstata, mama, cabega e pescogo, colon e
ovario. O termo “carcinoma” também inclui carcinossarcomas, por exemplo,
que incluem tumores malignos compostos de tecidos carcinomatosos e
sarcomatosos. Um “adenocarcinoma” refere-se a um carcinoma derivado de
tecido glandular ou em que as células tumorais formam estruturas glandulares
reconheciveis. O termo “sarcoma” € reconhecido na tecnologia e refere-se a
tumores malignos de derivacdo mesenquimal.

De acordo com um aspecto adicional da invencgdo € fornecido
um processo para a formacdo de um material polimérico microcelular
compreendendo as etapas de:

i) formar uma preparagdo compreendendo uma emulsdo de
fase interna alta compreendendo um elastomero hidrofébico em uma
concentracdo entre 20% (p/p) e 40% (p/p);

ii) formar uma preparacdo compreendendo um catalisador;

iii) combinar as preparagdes em (i) e (ii); e

iv) incubar a preparagdo combinada para permitir a formagéo

de um polimero em emulsio de fase interna alta.
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Em um método preferido da invengdo o dito elastdmero
hidrofébico é fornecido em uma concentragdo entre 25% (p/p) € 35% (p/p);
preferivelmente o dito elastdmero hidrofébico ¢ fornecido em uma
concentragdo de cerca de 30% (p/p).

Em um método preferido da invengdo o dito elastdmero ¢é
selecionada do grupo que consiste em: acrilato de 2-etilexila; acrilato de n-
butila e acrilato de n-hexila.

Em um método preferido da invengdo a temperatura da
preparagdo em ii) € aquecida para uma temperatura entre 50°C e 80°C.

Em um método adicionalmente preferido da invencdo a dita
preparacdo em ii) é aquecida para 50°C ou 20 60°C ou 30°C.

Em um método adicionalmente preferido da invengdo a dita
preparagdo em 1) compreende um mondmero de estireno.

Em um método adicionalmente preferido da invencdo a dita
preparagdo em i) compreende divinil benzeno.

Em um método ainda adicionalmente preferido da invengdo a
dita preparagdo em i) compreende um agente tensoativo que € fornecido em
uma concentragio de 20-30% (p/p); preferivelmente 24-26% (p/p) 30 e acima
de tudo preferivelmente a cerca de 25% (p/p).

Em um método preferido da invengdo a preparagdo em i)
compreende, 60% (p/p) de estireno; 30% (p/p) de acrilato de 2-etilexila; 10%
(p/p) de divinilbenzeno e 25% de agente tensoativo.

Em um método preferido da invengdo o dito polimero em
emulsdo de fase interna alta na etapa iv) é seccionado; preferivelmente o dito
polimero € seccionado em uma camada ou membrana fina.

Em um método preferido da invengdo o dito polimero €
modificado por engenharia em uma camada ou membrana fina de
aproximadamente 50-150 microns de espessura; preferivelmente as ditas

membranas tém aproximadamente 120 microns de espessura.
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De acordo com um aspecto adicional da invengdo é fornecido
um polimero em emulsdo de fase interna alta obtido ou obtenivel pelo
processo de acordo com a invengao.

Em uma modalidade preferida da invengdo, o dito polimero
em emulsio de fase interna alta tem um volume do poro de cerca de 90%.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo o dito
polimero em emulsio de fase interna alta ¢ para uso na cultura de células.

Em uma modalidade preferida da inveng¢do o polimero em
emulsio de fase interna alta tem um volume do poro de cerca de 90%;
preferivelmente 90%.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo ¢ fornecido
o uso de um substrato compreendendo um polimero em emulsdo de fase
interna alta para determinar a toxicidade hepatica de um agente.

Em uma modalidade preferida da invengdo, o dito agente € um
agente quimioterapéutico.

Em uma modalidade preferida alternativa da inven¢édo o dito
agente é um vetor de terapia genética viral.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo € fornecido
um método para testar a toxicidade hepatica de um agente compreendendo as
etapas de:

i) fornecer uma cultura celular compreendendo pelo menos
uma célula de hepatdcito e um substrato de cultura celular de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1-31;

ii) adicionar pelo menos um agente a ser testado; e

iii) monitorar a atividade do agente com relagdo a proliferagéo,
diferenciagdo ou fungéo das ditas células do hepatécito como uma medida da
toxicidade do agente.

Em um método preferido de acordo com a reivindicagdo 83 em

que o dito agente € um agente quimioterapéutico.
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Em um método alternativo preferido da invencdo o dito agente
é um vetor de terapia genética viral.

De acordo com um aspecto adicional da invencédo € fornecido
um método para o crescimento e diferenciagdo de um queratinécito e/ou
células tronco precursoras de queratinocito compreendendo:

i) formar uma preparagdo compreendendo um substrato de
cultura celular de acordo com a invengdo, células alimentadoras de fibroblasto
e meio de cultura celular;

ii) cultivar as ditas células alimentadoras para fornecer um
substrato de cultura celular que € substancialmente revestido com as ditas
células alimentadoras;

iii) colocar o dito substrato revestido em contato com
queratindcitos e/ou células tronco precursoras de queratindcito; e

iv) cultivar a preparagdo de célula combinada em condigdes
condutivas para o crescimento e diferenciagdo dos ditos queratindcitos e/ou
células tronco precursoras de queratinocitos.

Em um método preferido da invengdo as ditas células
alimentadoras de fibroblasto sdo fibroblastos dérmicos.

Em um método alternativo preferido da invengdo as ditas
células alimentadoras de fibroblasto sdo selecionadas do grupo que consiste
em: fibroblastos da cornea, fibroblastos da mucosa intestinal, fibroblastos da
mucosa oral, fibroblastos da uretra, ou fibroblastos da bexiga.

Em um método adicionalmente preferido da invengéo os ditos
queratindcitos sdo queratinécito epidérmicos.

Em um método preferido da invengéo os ditos fibroblastos sdo
fibroblastos humanos.

Em um método adicionalmente preferido da invengéo os ditos
queratindcitos sdo queratindcitos humanos.

Em um método preferido da invengdo a dita preparagdo
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compreende adicionalmente colageno.

Em um método preferido da invengdo colageno € colageno
tipo 1.

Em um método adicionalmente preferido da invengdo o dito
colageno € fornecido como um gel.

Em um método alternativo preferido da invengdo o dito
colageno € fornecido em uma solugéo.

Em um método adicionalmente preferido da invengdo pelo

~menos os ditos queratinocitos sdo deslocados para entrar em contato com ar,

induzindo assim a estratificagdo de queratinocitos.

Em um método preferido da invengdo € fornecido um método
para testar um agente compreendendo:

i) formar uma preparagdo de acordo com a invengdo que inclui
um agente a ser testado;

ii) monitorar o efeito do dito agente no crescimento e/ou
diferenciacdo celular de queratindcito quando comparado a uma preparagéo
de controle que ndo inclui o dito agente.

De acordo com um aspecto adicional da invenc¢édo ¢ fornecido
um aparelho para a cultura de células compreendendo um substrato de cultura
celular de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-31, um vaso de
cultura celular e um inserto adaptado para cooperar com o dito vaso de cultura
celular e contém o dito substrato de cultura celular e as ditas células:

Em uma modalidade preferida da invengéo, o dito substrato de
cultura celular compreende fibroblastos e queratinocitos.

De acordo ainda com um aspecto adicional da inven¢do €
fornecido o uso de um substrato de acordo com a inveng¢do para a preparagao
de compdsito de pele diferenciado.

Em toda a descri¢do e reivindica¢des desta especificagdo, as

palavras “compreende” e “contém” e variagdes das palavras, por exemplo,
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“compreendendo” e “compreende”, significa “incluindo, mas sem
limitagdes”, e ndo se destina a excluir (e de fato ndo exclui) outras fragdes,
aditivos, componentes, nimeros inteiros ou etapas.

Em toda a descri¢do e reivindicagdes desta especificagdo, o
singular engloba o plural, a menos que o contexto de outra forma necessite.
Em particular, onde o artigo indefinido é usado, a especificagcdo deve ser
entendida como contemplando pluralidade, bem como singularidade, a menos
que o contexto de outra forma necessite. |

Aspec}tos, nimeros inteiros, caracteristicas, compostos, fragdes
ou grupos quimicos descritos em conjunto com um aspecto, modalidade ou
exemplo particular da invengdo devem ser entendidos como aplicaveis a
qualquer outro aspecto, modalidade ou exemplo aqui descrito, a menos que
incompativel com ele. |

Uma modalidade da invengfio sera agora descrita a titulo de
exemplo somente e com referéncia as seguintes figuras:

Figura 1 é um imagem de micrografia de elétron de varredura
(SEM) de um material PoliHIPE tipico. As cavidades esféricas na figura 1 séo
lacunas, os furos que unem as lacunas adjacentes sdo denominados
interconexdes. Barra da escala = 20 Um;

Figura 2 mostra imagens SEM de materiais PoliHIPE,
preparados com diferentes temperaturas de fase aquosa: (a) temperatura
ambiente; (b) 50°C; (c) 60°C; (d) 80°C. Barra da escala = 100 Um;

Figura 3 ilustra a influéncia da temperatura da fase aquosa na
distribuicdo do didmetro da lacuna. De frente para tras: temperatura ambiente,
50°C, 60°C, 80°C;

Figura 4 ilustra distribuicdo de tamanha interconexdo de
materiais PoliHIPE produzidos usando diferentes temperatura da fase
aquosas: temperatura ambiente (0); 50°C (O); 60°C (A); 80

Figura 5 mostra a influéncia dos aditivos de fase aquosa na
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morfologia PoliHIPE: (a) nenhum aditivo; (b) 1,5% (p/v) de PEG (Mn = 300);
(¢) 4% (v/v) de metanol; (d) 1,5% (v/v) de O. Barra da escala - 50 Um.

Figura 6 ilustra graficos de distribui¢do de didmetro da lacuna
para materiais PoliHIPE preparados com aditivos de fase aquosa: (a) PEG (de
frente para tras: nenhum PEG, 0,2%, 0,4%, 0,8%, 1,5%); (b) metanol (de
frente para tras: no metanol, 1%, 2%, 3%, 4%); (c) O (de frente para tréé:
nenhum THF, 0,4%, 0,8%, 1%, 1,5%). PEG Mn = 300; todas as porcentagens
expressas como v/v, exceto PEG que é p/v. Em cada caso a fase aquosa foi
mantida a temperatura ambiente durante preparagéo da erriulséo;

Figura 7 ilustra a distribuigdo de tamanha interconexdo de
materiais PoliHIPE produzidos usando diferentes aditivos de fase aquosa: (a)
PEG (O nenhum PEG, A 0,2%, x 0,4%, O 0,8%, O 1,5%); (b) metanol (L1
nenhum metanol, A 1%, ¢ 2%, O 3%, x 4%); (¢) THF (Q nenhum THF, ¢
0,4%, A 0,8%, x 1%, O 1.5%). PEG Mn = 300; todas as porcentagens
expressas como v/v, exceto PEG que é p/v. Em cada caso a fase aquosa foi
mantida a temperatura ambiente durante a preparagdo da emulsdo;

Figura 8 ilustra coeficiente de autodifusdo de agua em HIPEs
preparados com diferentes aditivos de fase aquosa (A nenhum aditivo; O
1,5% de THF; A 1,5% de PEG; O 2% de metanol). PEG Mn = 300; todas as
porcentagens expressas como v/v, exceto PEG que € p/v. Em cada caso a fase
aquosa foi mantida a temperatura ambiente durante a preparagdo da emulsio;

Figura 9 mostra imagens SEM de materiais PoliHIPE
preparados com diferentes concentragdes de agente tensoativo (Cs) na
presencga de aditivos de fase aquosa: 1,5% de THF, Cs = 20%, (a); 1,5% de Cs
= 30% (b); 4% de metanol, Cs = 20% (c); 4% de metanol, CS = 30% (d).
Barra da escala = 50 Um. PEG Mn = 300; todas as porcentagens expressas
como v/v, exceto PEG que é p/v. Em cada caso a fase aquosa foi mantida a
temperatura ambiente durante a preparagdo da emulséo.

Figura 10 ilustra graficos de distribui¢do de didmetro da lacuna
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para materiais PoliHIPE preparados com diferentes concentragcdes de agente
tensoativo na presenca de aditivos: 1,5% de THF (a); 4% de metanol (b). De
frente para tras: CS = 30, 25 e 20% (p/p). PEG Mn 300; todas as porcentagens
expressas como v/v, exceto PEG que é p/v. Em cada caso a fase aquosa foi
mantida a temperatura ambiente durante a preparagdo da emuls3o.

Figura 11 ilustra distribuigdo de tamanha interconexdo de
materiais PoliHIPE produzidos usando diferentes concentragdes de agente
tensoativo (Cs) na presenga de aditivos de fase aquosa: (a) 1,5 vol.% de THF;
(b) 4 vol.% de metanol (O: Cs - 20%; A: CS 25%; O: CS = 30%; todas as
porcentagens expressas como v/v). Em cada caso a fase aquosa foi mantida a
temperatura ambiente durante a prepara¢do da emulsao.

Figura 12 ilustra uma aplicagdo do exemplo de andaimes
poliHIPE a base de estireno como membranas finas adaptadas para uso em
vasos de cultura celular ja existentes, tais como um placa de multiplos pogos
ou suplemento de pogo.

Figura 13 mostra uma fotografia de suplementos de pogo de
protétipo que carreiam os 90% de volume do poro do andaime de poliestireno
a 120 microns de espessura. Estes exemplos sdo de suplementos projetados
para ajustar em placas de cultura de 6 pogos (suplemento grande) e de 12
pocgos (suplementos pequenos).

Figura 14 é um SEM que mostra osteoblastos MG63
cultivados em 90% de volume do poro dos andaimes de poliestireno por 7-28
dias in vitro. Estes materiais foram adaptados para uso em artigos de plastico
de cultura celular ja existentes da forma ilustrada na figura 12.

Figura 15 demonstra que as caracteristicas de preparagéo e
estruturais do polimero afetam o crescimento de células no andaime
(exemplo: 90% versus 95% de volume do poro). Este exemplo mostra como a
morfologia da célula é afetada. Micrografias eletronicas de varredura de

osteoblastos MG63 cultivados em andaimes de poliestireno por 7 dias in vitro.
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Estes materiais foram produzidos usando volumes do poro (PV) de 90% e
95%. (A) Osteoblastos (seta) crescem em 90% dos polimeros espalhados e
apresentaram inumeras lamellipodia (pontas de flecha) melhorando as
interagdes com células vizinhas. (B) Entretanto, células (setas) que crescem
em 95% de polimeros mantiveram a aparéncia redonda e produziram pouca,
se presente, lamellipodia. (Imagens sdo de aumento similar).

Figura 16 ilustra como a estrutura do substrato de crescimento
pode influenciar a conduta da célula. Os dados mostram diferengas
significativas na taxa de proliferagdo de crescimento de células em varios
tipos de substrato. Especificamente observe a comparacgdo entre polimeros de
90% e 95% volume do poros. Isto demonstra a importancia de ajustar estes
andaimes para o crescimento celular. A figura mostra dados de um ensaio de
proliferagdo celular MTT de osteoblastos MG63 cultivados que cresceram
tanto em 90% quanto 95% de volume do poro (PV) de andaimes de
poliestireno, ou plastico de cultura de tecido convencional reto (TCP). Células
foram semeadas a 1x10° células por pogos. Barras representam a média =+
SEM, n=3. Observe que a proliferacdo celular é significativamente maior em
90% de andaimes comparada ao TCP e 95% de materiais PV. Estes dados
também mostram que células proliferam o minimo em andaimes preparados
com 95% de PV.

Figura 17 ilustra como a estrutura do substrato de crescimento
pode influenciar a conduta da célula. Os dados mostram diferengas
significativas na taxa de proliferacdo de crescimento celular em varios tipos
de substrato. Especificamente observe a comparagdo entre polimeros de 90%
e 95% de volume do poros. Isto demonstra a importincia de ajustar estes
andaimes para crescimento celular. A figura mostra dados de um ensaio de
proliferagdo celular MTT de células tronco mesenquimais derivadas de
medula éssea (MSCs) que cresceram tanto em 90% quanto 95% volume do

poro (PV) de andaimes de poliestireno, ou plastico de cultura de tecido
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convencional reto (TCP). Células foram semeadas a 1x10° células por pogo.
Barras representam a média = SEM, n=3. Novamente, estes dados mostram
que a proliferagdo celular é significativamente maior em 90% de andaimes
comparada a TCP e 95% de materiais PV. Além do mais, células proliferam o
minimo em andaimes preparados com 95% de PV.

Figura 18 mostra diferengas significativas na fungdo de
crescimento celular em andaimes de poliestireno de 3-dimensdes de 90% de
volume do poro comparado ao seu crescimento em plastico de cultura de
tecido convencional de 2 dimensdes. Ensaio medindo os niveis de fosfatase
alcalina em osteoblastos MG63 cultivados em andaimes de 90% de volume
do poro (PV) comparado ao plastico de cultura de tecido convencional reto
(TCP) por 5 e 7 dias. Células foram semeadas a 1x10° células por pogo.

Valores foram normalizados para levar em conta qualquer
diferenca em numero de célula. Barras representam a média + SEM. Observe
que niveis de fosfatase alcalina sdo significativamente maiores em culturas de
osteoblastos que cresceram em poliestireno de 3 dimensdes comparado as
superficies de poliestireno retas. Estes dados mostram melhor atividade destas
células quando elas crescem no andaime de 3 dimensdes comparado ao
plastico de cultura de 2 dimensdes convencional.

Figura 19 mostra diferengas significativas na fungdo do
crescimento celular em andaimes de poliestireno de volume de poro de 90%
de 3 dimensdes, comparado ao seu crescimento em plastico de cultura de
tecido de 2 dimensdes convencional. Ensaio medindo os niveis de
osteocalcina em MSCs derivados de medula dssea induzidas para formar
noédulos Osseos em resposta a dexametasona. Células foram cultivadas tanto
em andaimes de poliestireno de 90% de volume do poro (PV) quanto plastico
de cultura de tecido convencional reto (TCP) por 14 a 35 dias. Células foram
semeadas a 1x10° células por pogo. Valores foram normalizados para

considerar qualquer diferenca no numero de célula. Barras representam a
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média £ SEM, n=3. Observe que as concentra¢des de osteocalcina sio
significativamente maiores em culturas de crescimento celular de
diferenciacdio em poliestireno de 3 dimensdes comparado as superficies de
poliestireno retas. Estes dados novamente mostram melhor atividade destas
células quando crescidas no andaime de 3 dimensdes comparado ao plastico
de cultura de 2 dimensdes convencional.

Figura 20 é uma fotomicrografia de coloragdo de Von Kossa
que mostra a formagdo de um nédulo dsseo centralmente localizado. O nédulo
6sseo foi derivado de linhagens mesenquimais induzidas para diferenciar com
dexametasona quando crescidas em um andaime de poliestireno de 90% de
volume do poro. Células sdo contra-coradas com hematoxilina de Mayor.

Figura 21 ilustra como a estrutura do substrato de crescimento
pode influenciar a conduta da célula. Os dados exemplificam a vantagem de
células em crescimento em um andaime de poliestireno de 90% de volume do
poro comparado ao plastico de cultura de tecido convencional. A figura
mostra dados de um ensaio de proliferagdo celular MU de hepatécitos REP
G2 cultivados que crescem tanto em andaime de poliestireno de 90% de
volume do poro (PV) quanto plastico de cultura de tecido convencional reto
(TCP). Células foram semeadas a 1x10° células/poco. Barras representam a
média £ SEM, n=3. Observe que a proliferagdo celular € significativamente
maior em 90% dos andaimes comparado ao TCP de 2 dimensdes.

Figura 22 ilustra como a estrutura do substrato de crescimento
pode influenciar na fungfo celular. Os dados exemplificam a vantagem de
células em crescimento em um andaime de poliestireno de 90% de volume do
poro comparada ao plastico de cultura de tecido convencional. Ensaio
medindo os niveis de produgio de albumina a partir de hepatécitos HEP G2
cultivados tanto em andaimes de poliestireno de 90% de volume do poro (PV)
quanto em plastico de cultura de tecido convencional reto (TCP) por 1 a 28

dias. Células foram semeadas a 1x10°> células por pogo. Valores foram
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normalizados para considerar qualquer diferenga no numero de c€lula. Barras
representam, a média + SEM, n=3. Observe que concentra¢des de albumina
sdo significativamente maiores em culturas de crescimento celular de
diferenciacio em poliestireno de 3 dimensGes comparado as superficies de
poliestireno retas. Estes dados novamente sugerem melhor atividade destas
células quando crescidas no andaime de 3 dimensdes comparada as cultivadas
na superficie reta do artigo plastico convencional.

Figura 23 ilustra como a estrutura do substrato de crescimento
pode influenciar a fung&o celular, neste caso, a melhor tolerancia de c€lulas ao
desafio citotoxico. Os dados exemplificam a vantagem das células em
crescimento em um andaime de poliestireno de 90% de volume do poro
comparado ao plastico de cultura de tecido convencional. A figura mostra
dados de um ensaio de proliferagdo celular MTT de hepatocitos HEP G2
cultivados crescidos tanto em andaime de poliestireno de 90% de volume do
poro (PV) quanto em plastico de cultura de tecido convencional reto (TCP)
por 3 dias na presenga (125 microM) ou auséncia da citotoxina metotrexato
(inibidor da sintese de DNA). Células foram semeadas a 1x10° células/pogo.
Barras representam a média + SEM, n=3. Observe que a proliferacdo celular é
significativamente maior em 90% andaimes comparada ao TCP de 2
dimensdes. Estes dados sugerem que o crescimento celular em andaimes €
mais tolerante a esta citotoxina mediante estas condigdes de crescimento.

Figura 24 ilustra como a estrutura do substrato de crescimento
pode influenciar a fungdo celular e adicionalmente exemplificar as diferencas
nas células em crescimento em um andaime de poliestireno de 90% de
volume do poro comparado ao plastico de cultura de tecido convencional.
Ensaio medindo os niveis de transglutaminase em culturas de hepatocitos
HEP G2 crescidos tanto em andaimes de poliestireno de 90% de volume do
poro (PV) quanto em pléstico de cultura de tecido convencional reto (TCP)

por 1 a 3 dias. Células foram semeadas a 1x10° células por pogo. Valores



10

15

20

25

32

foram normalizados para considerar qualquer diferenga no nimero de célula.
Barras representam a média = SEM, n=3. Transglutaminase ¢ uma enzima de
reticulagdio de proteina conhecida como sendo expressa por hepatocitos e €

induzida & medida que hepatdcitos entram em apoptose. Observe que niveis

- de transglutaminase sdo significativamente maiores em culturas de hepatdcito

crescidas em superficies de poliestireno retas comparado ao poliestireno de 3
dimensdes quando desafiado com concentragdes crescentes da citotoxina
metotrexato. Estes dados adicionalmente sugerem que células em andaimes
sdo mais tolerantes a estes niveis de desafio citotéxico que pode ser
conseqiiéncia de seu crescimento em condi¢des menos estressantes, diferente
das experimentadas por crescimento celular como monocamadas de 2
dimensoes;

Figura 25: Micrografias eletrénicas de varredura que
apresentam hepatécitos HepG2 cultivados em substratos de poliestireno 2-D
(A, B) e 3-D (C-F) tanto por 7 dias (A, C, E) quanto 21 dias (B, D, F).
Hepatocitos crescidos em substratos 2-D pareceram significativamente mais
heterogéneos na estrutura (A, B), comparado ao crescimento celular em
superficies 3-D (C). Uma densidade de semeadura menor possibilitou a
visualizagdo do crescimento celular individual em andaimes 3-D (sc) (D).
Células HepG2 desenvolveram formas 3-D complexas e interagdes com
células vizinhas (D). Imagens de amplificagdo maiores revelaram a expressao
de grande niimero de micro-villi (mv) na superficie de cé€lulas (E,F). Houve
nimeros consistentemente maiores de micro-villi no crescimento celular em
3-D (C-F) comparado ao crescimento celular em superficies 2-D (A, B). Barra
da escalas: AD 25 ym; E, F 5 pm.

Figura 26: Micrografias eletrénicas de transmissdo que
mostram as caracteristicas ultra-estruturais de células HepG2 cultivadas tanto
em superficies 2-D quanto 3-D por 21 dias. (A) Células HepG2 cultivadas em

plastico 2D apresentaram inumeras organelas claramente identificaveis,
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incluindo ntcleo (n), mitocéndria (mt), reticulo endoplasmatico rugoso (rER),
micro-villi (mv), e goticulas de lipideo (Id). (B,C) Células HepG2 cultivadas
em andaimes de poliestireno (se) crescem em associagdo intima com o
polimero, completamente rodeando suportes do material conforme
apresentado. O imageamento mostrou que o crescimento celular em 3-D
também apresentou um arranjo de organelas celulares, tais como nucleo (n),
mitocdndria (mt), reticulo endoplasmético rugoso (rER), micro-villi (mv),
goticulas de lipideo (Id) e agregados. peroxissomais (pc). (D) Micrografia de
alta amplificagio mostrando a formagdo de complexos de jun¢do estreita )
entre células adjacentes. A lacuna formada entre as células intimamente se
parecem um célculo biliar (be) em que micro-villi (mv) se projeta. Barra da
escalas: A, B2 um; C 1 pm; D 500 nm.

Figura 27: Desempenho de células HepG2 cultivadas em
substratos de poliestireno 2-D (barras solidas) e 3-D (barras abertas)
cultivadas por 21 dias. (A) A estimativa de viabilidade celular usando ensaio
de MTT. (B) A producgdo de albumina secretada por células HepG2 no meio
de cultura. A secre¢do de albumina foi normalizada para a quantidade total de
proteina por pogo. Para ambos os experimentos, as células foram semeadas a
1x10°® células/pogo. Dados representam a média ESEM para trés repeti¢oes
independentes. A significancia ¢ denotada por **p<0,01 usando o teste U de
Mann Whitney.

Figura 28: Desempenho de células HepG2 cultivadas em
substratos 2-D (barras sélidas) e 3-D (barras abertas) quando desafiadas pela
citotoxina, metotrexato (MTX). Dados mostram que células foram tratadas
tanto com veiculo sozinho (controle) quanto com 31 pM de MIX, ou 125 uM
de MTX por até 10 dias. (A) Medigdo da viabilidade da célula usando ensaio
MTT. (B) Determinacio da atividade metabolica da célula HepG2 pela
medicdo de secregio de albumina no meio de cultura. Niveis de albumina

foram normalizados para a quantidade total de proteina por pogo. ©)
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Estimativa do dano celular da forma determinada pela atividade da
transglutaminase. Niveis enzimaticos foram normalizados para a quantidade
total de proteina por pogo. Para cada experimento (A-C), células foram
semeadas a 1 x 10° células/pogo. Dados representam a média + SEM para trés
repeti¢des independentes. Significancia é denotada por *p<0,05, **p<0,01 e
**%p<0,001 usando o teste U de Mann Whitney.

Figura 29: Micrografias eletronicas de varredura que mostram
o efeito de metotrexato (MTX) na estrutura da superficie de células HepG2.
Painéis de imagem mostram que células HepG2 foram cultivadas em
substratos 2-D (A,C,E,G) e 3-D (B,D,F,H), tratadas tanto com veiculo
(controle, nenhum MTX, (A,B)), 8 uM (C,D), 31 uM (E,F), ou 125 pM (G,H)
MIX. Observe que micro-villi (mv) na superficie celular € claramente visivel
em ambas as culturas de controle (A,B) e células expostas a baixas
concentra¢des de MTX (C,D) quando crescidas tanto em substratos 2-D (A,
C) quanto 3-D (B, D). Em concentragdes mais altas da citotoxina, células
crescidas em substratos 2-D possuiram muito pouco micro-villi (E) e a
superficie celular mostrou evidéncia de quebra nos niveis maximos de MTX
testado (F). Ao contrario, células HepG2 crescidas em 3-D e expostas a niveis
crescentes de MTX permaneceram intactas e apresentaram grande numero de
micro-villi. Barras de escala: A-H 2 pm.

Figura 30: O efeito do metotrexato (MTX) na ultra-estrutura
das células HepG2. Micrografias mostrando cultivadas em substratos 2-D
(A,C,E,G) e 3-D (B,D,F,H), tratadas tanto com veiculo (controle, nenhum
MTX, (A, B)), 8 uM (C,D), 31 p (M,F), ou 125 pM (G, A) MTX. Imagens de
culturas de controle mostram a estrutura de células normais correspondente ao
substrato de crescimento (A, B). A maioria das células crescidas no plastico
de cultura de tecido reto e expostas a 8 uM de MTX possuiu arquitetura
celular préximo do normal, embora poucas células necroticas fossem

identificadas (C, nc). Concentragdes crescentes de MTX resultaram na
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destrui¢do da vasta maioria de crescimento celular em substratos 2-D (E,G).
Membranas nucleares desintegraram e organelas normalmente encontradas
em células saudaveis foram identificadas. Houve uma maior presenga de
grandes espagos vasculares (v) e corpos de membrana conhecidos como
autofagolisosomas (ap) (E). Ao contrério, crescimento celular de HepG2 em
andaimes 3D manteve sua estrutura e somente um pequeno nimero de células
necréticas (nc) foi identificado em culturas expostas a 125 pM de MTX H).
Barra da escalas A-H 2um.

Figura 31: Configuracdo de exemplo para co-cultura
organotipica de células epiteliais de pele de mamifero. (A) Suplemento de
pogo com andaime de poliestireno poroso 3D anexado a base, localizado em
pogo de cultura de disco de multiplos pogos (por exemplo, placa de 6 pogos).
Fibroblastos dérmicos crescem em andaime de poliestireno 3D na presenga ou
auséncia de gel de coldgeno. (B) Queratindcitos (por exemplo, células
HaCaT) semeados na superficie de cultura de fibroblasto dérmico. (C)
Exposi¢do de queratindcito epidérmicos ao ar induz a estratificagdo de célula
alcancada neste caso diminuindo o niveo do meio de cultura. Células
crescidas nos andaimes 3D sfo prontamente transferiveis entre diferentes
vasos de cultura celular permitindo melhor manuseio pelo usuario.

Figura 32: Micrografias eletronicas de varredura de
fibroblastos dérmicos crescidos em andaimes 3D de poliestireno mostrados
em amplificagdes baixas (A) e altas (B). Setas indicam exposi¢do do andaime
abaixo das camadas de células. O suporte estrutural de células melhora o
manuseio de culturas para manipulagdes de rotina pelos usuarios.

Figura 33: Estratificagdo de queratinocitos humanos (HaCaT
células) em co-culturas organotipicas com fibroblastos crescidos em 3D.
Preparacéo preparada para andlise histologica, seccionada e células epiteliais
coradas com Hematoxilina e -Eosina.

Tabela 1. Pardmetros morfoldgicos de PoliHIPEs preparados
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com diferentes temperaturas da fase aquosa e aditivos misciveis em agua;
Tabela 2. Diimetros de lacuna e interconexdo médio de
PoliHIPEs preparados com aditivos de fase aquosa, e valores de coeficiente
de autodifusdo por d4gua nos HIPEs® origindrios; e
Tabela 3 Influéncia da concentragdo do agente tensoativo na
morfologia de PoliHIPEs preparados com aditivos de fase aquosa.

Materiais e Métodos para a Producio de Substrato de

Crescimento para Uso de Rotina em Cultura Celular

) Materiais divinilbenzeno (Aldrich; 80 vol% de divinilbenzeno,
o restante sendo m- e p-etilestireno), acrilato de 2-etilexila (Aldrich; 99%) e
estireno (Aldrich; 99%) foram passados através de uma coluna de alumina
ativada basica (Aldrich; Brockmann 1) para remover qualquer inibidor (4-
terc-butilcatecol para estireno e divinilbenzeno e hidroquinona ou
hidroquinona de éter monometilico para acetato de 2-etiexila). Perssulfato de
potassio (Aldrich), monooleato de sorbitano (SPAN &0, Aldrich), poli(etileno
glicol) (Aldrich, = 300) e cloreto de calcio desidratado (Aldrich) foram
usados como fornecedores.

Preparacio de Polimeros de PoliHIPE e Fabricacio em

Membranas Finas para Cultura Celular

Espumas de PoliHIPE foram preparadas wusando a
polimerizagdo de um HIPE.

e A fase de 6leo continha 60% de estireno, 30% de acrilato de
2-etilexila, 10% de divinilbenzeno e 25% de agente tensoativo (monooleato
de sorbitano) (todas as% sdo p/p).

« A fase aquosa continha 1% de perssulfato de potassio em
H,O deionizada.

Método

1. Resumidamente, a fase de 6leo foi colocada em um frasco

de fundo redondo de 250 mL de 3 pescogos, ajustado com um agitador
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suspenso (bastio de vidro ajustado com um pa PTFE em forma de D), um

funil de gotejamento que equaliza a pressdo de 100 mL
(inserido em um lado do pescogo) e um septo de borracha. A mistura foi
purgada com gas nitrogénio por 15 minutos.

2. A fase aquosa foi aquecida até uma temperatura de 80°C
usando uma placa quente agitadora e entfo adicionada a fase de 6leo durante
um periodo de 2 minutos a uma taxa constante. A emulséo foi entdo misturada
por mais um minuto.

3. A emulsio foi entdo removida e moldada em um tubo de
polipropileno de 50 mL e deixada curar a 60°C durante toda a noite.

4. O polimero foi entdo removido do tubo depois de 24 horas e
lavado extensivamente em um Soxhlet com agua e alcool isopropilico por 24
horas cada.

Produciao de Membranas Finas

Os polimeros foram modificados por engenharia em
membranas espessas de 120 micron. Isto pode ser alcangado usando um
micrétomo ou vibrétomo, caso se¢des mais espessas (até 1 mm) sejam
necessarias. Membranas de material polimérico foram entdo esterilizadas
usando etanol absoluto, hidratado por meio de uma série de solugdes de etanol
graduadas e subseqiientemente lavadas (x3) com salina tamponada de fosfato
(PBS) estéril antes do uso. Membranas podem ser montadas diretamente na
base dos artigos de plastico de cultura celular ja existentes (por exemplo,
placa de 6 pogos) ou aderidas a um suplemento de pogo de cultura celular (ver
figuras 12 e 13).

Microscopia eletronica por varredura

As morfologias dos materiais foram investigadas usando um
FBI XL30 ESEM que opera entre 20-25 kV. Segmentos fraturados foram
montados em almofadas de fibra de carbono e anexados a pontas de aluminio

e foram revestidas com ouro usando um borrifador de agua Edwards Pirani
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501. O célculo do tamanho de lacuna médio foi realizado usando o software
de analise de imagem Image J (NIH image). Didmetros médios medidos desta
maneira sio subestimados dos valores reais. Desta forma, € necessario
introduzir uma corregdo estatistica. Isto € alcangado avaliando a média da
razdo R/r, onde R é o valor equatorial do didmetro da lacuna e r € o valor do
didmetro medido a partir da micrografia. O fator estatistico é calculado a
partir da eq. (1).

h*=R%r? ¢}

A probabilidade de que o seccionamento acontega em qualquer
distancia (h) do centro é a mesma para todos os valores de h, entdo o valor de
probabilidade médio de h é R/2. Substituindo este valor na eq. (1) da R/r =
2/(31/2). A multiplicagdo do valor médio observado do didmetro da lacuna
permite que um valor mais exato seja obtido.

Porosimetria de Intrusio de Mercirio

Andlise de porosimetria de intrusdo de mercurio foi realizada
usando um Micromeritics AutoPorelll 9420. Angulos de contato de intrusdo
de extrusio de merctrio de 130° foram usados. Penetrometros com um
volume de tronco de 1,836 mL e um volume de bulbo de 5 mL foram usados.
O volume de intrusio sempre compreendeu entre 45 e 80% do volume de
tronco. Pressdes de intrusdo para os PoliHIPEs nunca excederam 200 psi
(1,38 MPa).

Experimentos de Difusio por RMN H

O coeficiente de autodifusio de agua (Dw) foi medido usando
um espectrometro de didmetro interno estreito 500 AMHz Varian Unity Inova
500 equipado com um amplificador de pulso de gradiente Performa II e uma
sonda de dire¢do indireta de 5 mm protegida ativamente. Iluminagdo com
gradiente z automatizada a base de ecos de spin de deutério foi usada. A
temperatura usada para todas as medi¢Ses foi 25 +/- 0,1°C. Coeficientes de

difusdo de 4gua foram medidos usando uma seqiiéncia de pulso que incorpora



10

15

20

25

39

gradientes de campo pulsado, tal como a seqiiéncia de pulso de eco
estimulado por par de pulso bipolar (BPPSTE). Coeficientes de difusdo séo
obtidos a partir de espectros BPPTSE monitorando a atenuag¢do do sinal como
uma fungdo da amplitude do campo magnético aplicado e ajustando a eq. (2)
para os resultados experimentais.

I =1, expl- DG (a—(5/2)—(z /3)| @

Na eq. (2), I € a intensidade de ressonancia medida para uma
dada amplitude de gradiente, G, I0 € a intensidade na auséncia do pulso
gradiente, y é a razdo giromagnética, 6 ¢ a duragdo do par de pulso gradiente
bipolar, A é o tempo de atraso de difusdo e T € um tempo de atraso de
recuperagdo de gradiente curto durante o qual o relaxamento e a evolugdo do
acoplamento spin-spin ndo séo significativos.

Cultura celular de hepatocito

A linha celular de carcinoma hepatico humano, HepG2, foi
obtida da American Type Cultura Collection (ATCC). Células HepG2 foram
cultivadas a 37°C em 5% de CO,; em meio de crescimento (meio Eagle
modificado de Dulbecco (D-MEM, Gibco/BRL) suplementado com 10%
(v/v) de soro fetal de bezerro (FBS, Gibco/BRL), 100 p.mL™" de penicilina e
10 p.mL-' de estreptomicina (GibcoBRL)). Células foram passadas a cada 5-7
dias. Culturas de células confluentes foram lavadas com PBS, desanexadas
usando solugdo tripsina/EDTA e o nimero de célula determinado usando um
hemocitometro. Suspensdes de células HepG2 foram entdo semeadas em
densidades iguais tanto diretamente em pog¢os de uma placa padrdao de 6 pogos
(Nunc) quanto em suplementos de pog¢o modificados montados com o
polimero e localizados em pogos de uma placa de 6 pogos. Culturas foram
mantidas em meio de crescimento que foi mudado a cada 3-4 dias ou
conforme necessario.

Determinacdo do numero de células vidveis

O numero de células viaveis foi determinado usando um
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ensaio colorimétrico comercialmente disponivel (Promega) com base no
método original de Mosrann para medigdo da atividade celular envolvendo a
conversio de um sal de tetrazolio em um produto de formazan azul detectavel
por um espectrofotémetro (570 nm) [32]. O ensaio foi realizado de acordo
com as instru¢des do fabricante em células HepG2 cultivadas em substratos 2-
D e 3-D por varios periodos em condi¢des de crescimento alternativas.

Estudos de toxicidade de metotrexato (MTX)

Células foram semeadas em superficies 2-D e 3-D em
triplicata e deixadas assentar e aderir por 24 horas. O meio foi entdo alterado
e substituido por meio contendo diferentes concentragdes de MTX (nenhum
MTX (veiculo somente, controle), 8 uM, 31 pM e 125 uM. Células foram
subseqiientemente incubadas por 1, 3, 7 ou 10 dias, depois dos quais culturas
foram amostradas e ensaiadas para disponibilidade/nimero de célula e niveis
de albumina e transglutaminase foram determinados. '

Atividade metabolica do hepatocito

A produgdo de albumina € freqlientemente usada como um
indicador da atividade metabdlica do hepatdcito. Niveis de albumina foram
determinados usando um estojo comercialmente disponivel (Bioassay

systems) com base em um método estabelecido que utiliza verde de

bromocresol que forma um complexo colorido especificamente com albumina

que ¢ detectavel a 620 nm. Quantidades conhecidas de albumina humana
foram usadas para estabelecer a curva padrdo. Niveis especificos de secregéo
de albumina foram normalizados para niveis de proteina total (da forma
determinada por um ensaio Bradford padrdo).

Preparacdo de amostras para microscopia de elétron de
varredura (SEM) e microscopia de elétron de transmissdo (TEM)

Na preparagdo para SEM, células crescidas em substratos 2-D
ou 3-D foram fixadas em 2% de paraformaldeido e 2,5% de glutaraldeido em

tampdo de fosfato de Sorenson por 1 hora a temperatura ambiente. Amostras



10

15

20

25

41

foram entfo rinsadas em 0,1 M de tampio fosfato e imersas em 1% de
solu¢do de OsO, (aq.) por 1 hora, entdo desidratadas em 50%, 70%, 95% e
100% de etanol por 5 minutos, quatro vezes para cada mudanga de etanol
respectiva. Amostras de culturas 2-D e 3-D fixadas foram entdo cortadas em
pedacos menores (aproximadamente 25 mm?”), montadas em suportes de
corpos de prova e secas a partir de CO, a 38°C a 1.200 psi (8,3 MPa). As
amostras foram entdo revestidas com borrifagdo com uma camada de 7 nm de
cromo e examinadas usando um SEM Hitachi S5200.

Para analises TEM, células crescidas em substratos 3-D foram
fixadas e tratadas da forma descrita anteriormente para SEM. Entretanto,
subseqiiente a desidratagdo e sendo cortadas em pedagos pequenos, amostras
foram implantadas em resina (Araldite CY212, Agar Scientific) por 1 hora a
37°C e entdo colocadas em moldes piramidais a 60°C durante toda a noite.
Para a preparacdo células crescidas em superficies 2-D, culturas foram fixadas
em 2% de paraformaldeido e 2,5% glutaraldeido em tampdo fosfato de
Sorenson por 1 hora a temperatura ambiente. Células foram entfo descartadas
do plastico de cultura de tecido e precipitadas a 15.000 rpm por 10 minutos.
Células precipitadas foram subseqiientemente rinsadas em 0,1 M de tampéo
fosfato e imersas em 1% de solugdo OsO, (aq.) por 1 hora, entdo desidratadas
em 50%, 70%, 95% e 100% de etanol por 5 minutos, quatro vezes para cada
mudanga respectiva de etanol. Os precipitados celulares desidratados foram
entdo encharcados na resina (Araldite CY212) por 60 minutos a 37°C.
Quando fixadas, se¢des ultra finas do material implantado na resina foram
produzidas e subseqiientemente imageadas por TEM (Hitachi H7600).

Ensaio enzimadtico de transglutaminase

Transglutaminase do tecido é uma enzima de reticulagdo que
recentemente sugeriu-se exercer um papel na formagdo de lesdes fibréticas
em montagens experimentais. O vazamento desta enzima € freqiientemente

usado como um marcador para teste de toxicidade in vitro e sua presenga
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indica dano nas membranas celulares. Viarios sistemas de modelo
experimental in vivo e in vitro mostram uma relagdo direta entre a expressao e
atividade de transglutaminase de tecido, supressdo de crescimento celular e
morte celular programada [33-35]. O nivel de transglutaminase foi analisado
por meio de um ensaio enzimdtico quantitativo (Sigma, UK) da forma
previamente descrita [36].

Analise estatistica

Experimentos foram realizados como pelo menos trés
replicatas independentes. Dados foram analisados para  significancia
estatistica usando o teste U de Mazur Whitney (em 5% de nivel de
significancia ou mais).

EXEMPLO 1

Efeito da temperatura da fase aquosa

Observou-se que o aumento da temperatura da fase aquosa
causa um surpreendente aumento no médio quanto no didmetro de lacuna
médio do material PoliHIPE (Figura 2). Didmetros de lacuna médios foram
calculados a partir de um conjunto de 50 lacunas, os didmetros dos quais
foram determinados por analise de imageamento das micrografias SEM. Os
valores de didmetro de lacuna médios calculados (<D>) mostram um aumento
da estabilidade com aumento da temperatura da fase aquosa (Tabela 1), que é
mais provavel em virtude da diminui¢&o da estabilidade HIPE, uma vez que a
temperatura da fase aquosa € aumentada. O aumento da temperatura da fase
aquosa e, desta forma, agitagdo térmica das goticulas de dgua, aumentara a
freqiiéncia de contato e resultard em uma maior probabilidade de coalescéncia
das goticulasz. Lissant também reportou que, uma vez que a emulsdo €
submetida ao aquecimento, o agente tensoativo na pelicula interfacial que
separa as goticulas se torna mais soluvel na fase liquida de massa e, desta
forma, migra da interface’. Isto aumentard a tens3o interfacial e assim

promove a coalescéncia da goticula. Também € notério que, a medida que a
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temperatura da fase aquosa é aumenta, a viscosidade do HIPE diminui,
sugerindo que as goticulas tém uma maior mobilidade. Isto também ajuda a
promover coalescéncia.

Descreveu-se na literat'ura4 que a distribuicdo do tamanho da
goticula para uma emulsio que se submete a coalescéncia contém a presenca de
uma cauda que se estende em dire¢do aos maiores tamanhos de goticula, com o
maximo ficando relativamente inalterado. O grafico de distribui¢do do tamanho
da lacuna (Figura 3) mostra a distribui¢do da cauda em dire¢do aos maiores
tamanhos de lacuna. A cauda aumenta com a temperatura e uma amplificagdo
aumentada da distribui¢do também ¢é observada. Isto, desta forma, reforga a
opinido de que a coalescéncia é o principal mecanismo de instabilidade da
emulsio a medida que a temperatura da fase aquosa € aumentada.

O grafico diferencial de intrus@o versus didmetro da interconexdo
(Figura 4) mostra um aumento no tamanha interconexdo a medida que a
temperatura da fase aquosa aumenta. O grafico também mostra que, a medida que
a temperatura da fase aquosa aumenta, um material com uma distribui¢do mais
estreita em didmetros dos interconexdes maiores € uma cauda que se estende na
faixa de didmetro da interconexdo inferior existe. Isto sugere que, para cada
emulsdo, um didmetro da interconexdo limitante existe. Isto é o contrario da
distribui¢do do tamanho da lacuna, onde uma distribuigdo mais ampla € obtida a
medida que a temperatura aumenta. A razdo dos didmetros dos interconexdes
(<d>) e de lacuna (<D>) médio fommece uma medida do grau de interconexdo. Os
valores para os materiais preparados neste estudo sio mostrados na tabela 1. A
medida que a temperatura aumenta, o grau de interconexdo (<d>/<D>) do
material PoliHIPE diminui. Isto sugere que, a medida que a temperatura da fase
aquosa aumenta, a estabilidade da emulsdo diminui.

EXEMPLO 2

Efeito dos aditivos

A desestabilizagdo parcial da emulsdo pode ser induzida pela
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presenca de aditivos orginicos na fase aquosa. Estes aditivos devem ser
parcialmente solGveis tanto na fase continua quanto interna da emulsdo, que
pode assim melhorar difusdo de moléculas de dgua de goticula a goticula e
promover envelhecimento de Ostwald. Lissant reportou’ que a adigdo de
co-solventes, tais como acetona ou metanol, pode romper a pelicula interfacial
em virtude de sua solubilidade em ambas as fases. Estes aditivos podem diluir
a camada interfacial e fazer com que alguns dos agentes tensoativos migrem
na fase de volume, promovendo assim coalescéncia das goticulas da emulsao.
Poli(etileno glicol) de M,=300 (PEG300), metanol e
tetraidrofurano (THF) foram escolhidos como espécies organicas misciveis
em 4gua, com uma vista para selecionar espécies com uma faixa de massas
molares e de diferentes polaridades. Cada componente foi adicionado aos
HIPEs em quantidades crescentes até que a separagdo de fases ocorresse.
Observou-se que a emulsdo poderia aceitar quantidades muito maiores de
metanol que tanto THF quanto PEG, e isto € particularmente aparente se
considera-se as quantidades molares de cada um deles (0,1 mol de metanol,
0,02 mol de THF e 0,005 mol de PEG). Isto se d4 em virtude do maior divisdo
de metanol na fase aquosa, pelo menos em comparagdo com THF. O valor do
coeficiente de parti¢do de octanol/agua (log Pow) para THF € 0,45, enquanto
que o do metanol é — 0,77. Nenhum valor de log Pow pdde ser encontrado
para PEG. As imagens SEM (Figura 5) sugerem que cada aditivo produz um
aumento no tamanho de lacuna e interconexdo médio. Analise de imagem das
micrografias SEM produz as distribui¢des de tamanho de lacuna, que s@o
apresentadas na figura 6. A figura 6a mostra que a adigdo de PEG produz um
material com uma distribuicdo mais ampla de tamanhos de lacuna que o
material PoliHIPE sem nenhum aditivo presente, com uma cauda que se
estende no sentido dos tamanhos de lacuna maiores. Este padrdo € similar ao
obtido para metanol (figura 6b) e THF (figura 6c), entretanto com metanol o

efeito na distribui¢do é menor que para THF ou PEG. Os materiais preparados
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com THF ou PEG contém uma faixa mais ampla de tamanhos de lacuna que
os materiais preparados com metanol. PEG e THF também produziram
materiais PoliHIPE com valores de tamanho de lacuna médio maiores (ver
tabela 1).

As curvas de distribui¢do de interconexdo sdo similares na
natureza para todos os aditivos usados (Figura 7). A medida que a
concentragdo de aditivo aumenta, existe uma tendéncia no sentido de
materiais com um didmetro da intefconexﬁo médio maior e uma disfribuic;io
de um tamanho mais estreito. A excec¢do para esta tendéncia € quando THF ¢€
usado como o aditivo. Neste caso, uma ampla distribui¢éo ainda € contida em
alta concentragdo de THF. Quando PEG foi usado como o aditivo, os valores
de didmetro da interconexio médio aumentaram estavelmente com a
concentracio de PEG na fase aquosa (Tabela 1). Este efeito nfo foi téo
pronunciado para THF ou metanol; para estes aditivos, concentragdes muito
maiores foram necessarias para produzir uma mudang¢a significativa no
diametro da interconexdo. No caso de THF, isto foi inesperado, uma vez que
ele tinha o efeito mais significativo no didmetro de lacuna médio. O grau de
interconexdo (<d>/<D>) diminui depois da adig¢@o inicial do componente
orginico, que realizada pelo grande aumento no didmetro de lacuna
comparado ao didmetro da interconexdo. Depois da adi¢@o inicial de PEG ou
metanol, o grau de interconex&o aumenta estavelmente com a concentragéo na
fase aquosa. Entretanto, no case de THF, o grau de interconexdo continuou a
diminuir com o aumento da concentracio. Isto se da em virtude de o THF néo
ter nenhum efeito significativo no tamanho da interconexdo até que a
concentrag¢io alcance 1,5%.

Em trabalhos anteriores’ o aumento no tamanho da lacuna de
materiais PoliHIPE na adi¢cdo de um co-solvente ou aditivo foi descrito
somente para envelhecimento de Ostwald. Entretanto, € possivel que aditivos

orginicos influenciem outros processos que levam a desestabilizagdo da
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emulsdo. Da forma discutida anteriormente, a adi¢do de um co-solvente pode
romper a camada interfacial fazendo com que o agente tensoativo migre na
fase de volume, fazendo com que as goticulas de emulsdo se tornem mais
propensas a coalescéncia. E possivel que a taxa tanto de coalescéncia quanto
de envelhecimento de Ostwald sejam melhoradas pela adi¢do de co-solventes
ao sistema e que um processo pode dominar dependendo do sistema exato
(tipo de emulsdo, tipo de agente tensoativo, etc.).

De maneira a provar a influéncia de envelhecimento de
Ostwald, o coeficiente de autodifusdo de 4agua, D,, foi monitorado na
presencga de cada aditivo durante um periodo de 8 horas (Tabela 2). Quando o
metanol estd presente, ndo existe nenhuma diferenga significativa no
coeficiente de difusdo comparado a emulsdo sem nenhum aditivo presente.
Quando o PEG e THF sfo usados, existe um efeito significativo no
coeficiente de difusio com um maior efeito observado para THF. Estes
valores podem ser correlacionados com os didmetros de lacuna e interconexao
médios obtidos.

A alteracdo no coeficiente de difusdo de agua com o tempo
(ADw) pode dar um discernimento possivel no efeito de cada co-solvente na
emulsdo (Figura 8). Na presenca de THF e PEG, existe um maior aumento em
D,, comparado a emuls3o sem nenhum co-solvente presente. Isto sugere que
tanto THF quanto PEG melhoram a taxa de difusdo da 4gua na emulsdo, que
aumentaria o envelhecimento de Ostwald e é uma possivel explica¢do para o
aumento no tamanho da lacuna. O valor do coeficiente de parti¢do
octanol/agua (log P,,,) para os aditivos = 0,45; metanol = - 0,77) indica que
THF divide mais na fase de 6leo que metanol, resultando em uma emulséo
menos estavel na presenca de THF.

Uma vez que nio houve nenhum aumento significativo em D,
na presenca de metanol, outros efeitos, tal como coalescéncia devem ser

considerados para explicar o aumento observado no didmetro de lacuna.
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Coalescéncia pode ser promovida por diluicdo da camada interfacial e
subseqiiente migracdio do agente tensoativo na fase de volume em virtude de
sua maior solubilidade na presenga do co-solvente. Se este for o caso, a
concentragdo de agente tensoativo (C;) deve ter um efeito na morfologia final
do material.

Para investigar a influéncia de C; na morfologia, materiais
PoliHIPE com diferentes valores de C; foram preparados usando THF e
metanol como aditivos. Uma vez que THF mostrou melhorar a difusdo em
dgua, isto permitiria investigar se a morfologia obtida com THF foi somente
em virtude do envelhecimento de Ostwald ou se a deplecdo do agente
tensoativo da interface também esteve envolvida. Metanol, por outro lado,
ndo mostrou ter nenhuma influéncia na taxa de difusdo da dgua. Desta forma,
esperou-se que um aumento em Cs teria um efeito profundo na morfologia se
metanol influenciasse a concentragio de agente tensoativo na interface. Péde-
se observar a partir das imagens SEM (Figura 9a, b) que, a medida que a
concentracdo de agente tensoativo em HIPEs contendo THF aumenta, ha um
aumento na natureza aberta do material, mas nenhum efeito discernivel real
no didmetro de lacuna. A partir do grafico de distribui¢do de lacuna,
entretanto, existe uma pequena substituicdo para didmetro de lacuna inferior
com aumento da concentrac;ﬁoi de agente tensoativo (Figura 10a). Entretanto,
nenhum achatamento ou amplificagdo da distribuigdo € observado com a
diminui¢do da concentragdo de agente tensoativo.

Com THF como aditivo, o valor de <d>/<D> (Tabela 3)
aumenta 4 medida que a concentracdo de agente tensoativo aumenta. Isto se
d4 em virtude de uma ligeira redugdo em <D> com pouco efeito em <d> e
fornece evidéncia adicional que, & medida que a concentragdo de agente
tensoativo aumenta na presenca do THF, a natureza aberta do material
aumenta. Entretanto, embora exista uma ligeira diminui¢do no tamanho da

lacuna médio com o aumento da concentra¢do de agente tensoativo, ainda



10

15

20

25

48

existe um aumento significativo em <D> relativo ao material preparado sem
nenhum aditivo presente (comparar entrada 3 na tabela 3 com entrada 1 na
tabela 1). Isto sugere que envelhecimento de Ostwald € o efeito dominante na
determinagio da morfologia de materiais PoliHIPE a base de poliestireno
preparados na presenca de THEF.

A concentracdo de agente tensoativo também foi maior na
presenca de metanol na fase aquosa. Isto teve pouco efeito na morfologia dos
materiais resultantes (Figura 9o, d). A partir dos graficos de distribui¢do do
tamanho da lacuna (Figura 1b) existe pouca diferenca na distribui¢do quando
a concentracdo de agente tensoativo é aumentada de 20 a 30% p/p. O unico
efeito discernivel ocorre quando a concentracdo de agente tensoativo
aumentou para 30% p/p, na qual existe um pequeno aumento na percentagem
de lacunas presentes com um didmetro entre 30 e 40 pm e uma diminuig&o na
percentagem de lacunas presentes em didmetros maiores. Entretanto, a tabela
3 indica que um valor maximo de <D> ¢ obtido quanto Cs = 25%.

A concentra¢do de agente tensoativo tem pouco efeito no
didmetro da interconexio quando THF é usado como o aditivo (Figura 11a).
Ao contrario, o aumento da concentragdo de agente tensoativo de 20 para
25% p/p resulta em um deslocamento do pico no sentido de didmetros das
interconexbes maiores (Figura 11b) na presenga de metanol. Entretanto,
quando a concentragdo de agente tensoativo € aumentada de 25% pafa 30%
p/p didmetros das interconexdes menores sdo obtidos, embora as razdes
<d>/<D> (Tabela 3) para ambos os materiais sejam similares, uma vez que
esta também é acompanhada por uma diminui¢do em <D>.

A partir destes resultados, conclui-se que o envelhecimento de
Ostwald nio é a causa do maior didmetro de lacuna na presenga de metanol,
uma vez que este aditivo ndo teve nenhuma influéncia na taxa de autodifusdo
da agua. Um outro processo pelo qual a dgua pode ser transportada de

r 14 r . . b 6 ~
goticula a goticula é no interior de micelas a/0°, que sabe-se que estdo
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presentes na fase continua de HIPEs’. Um aumento na concentragio de agente
tensoativo aumentaria o numero de micelas na fase continua, que melhoraria o
transporte de dgua entre goticulas. Para explicar os resultados obtidos com
metanol quando a concentragdo de agente tensoativo aumenta, conclui-se que
o agente tensoativo adicionado influencia dois processos opostos: ele substitui
o agente tensoativo esgotado por metanol, que estabiliza a emulséo; e ele
também aumenta o nimero de micelas a/o, melhorando o transporte de agua e
desestabilizando a emulséo. O suporte para isto vem dos valores maximos
observados de <D> e <d> a Cs = 25%, sugerindo que dois processos
independentes estdio operando. O efeito em rede € que existe pouca mudanga
observada na morfologia de PoliHIPEs preparados com metanol quando o
teor de agente tensoativo aumenta de 20 a 30% (p/p).

Em conclusio, mostrou-se que diferentes métodos podem ser
usados para controlar a estabilidade da emulsdo para produzir materiais
PoliHIPE com uma ampla faixa de tamanhos de lacuna e interconex&o. O
controle destes pardmetros permitira a producdo de diferentes estruturas
andaime, cada uma ajustada e adequada para uso na cultura 3D de diferentes
tipos de célula. '

EXEMPLO 3

A capacidade de controlar a estrutura de materiais PoliHIPE ¢
critica para garantir o crescimento ideal de células cultivadas de uma maneira
de 3 dimensdes. Desenvolveu-se uma aplica¢fo inédita destes materiais para
este propésito modificando por engenharia andaimes poliméricos a base de
estireno em membranas finas adequadas para crescimento celular de rotina in
vitro adaptando seu uso ao artigo de plastico de cultura de tecido ja existente
(ver exemplos: Figuras 12 e 13). A abordagem para usar camadas finas com
grandes 4reas superficiais permite: (1) Bom acesso das células na estrutura do
material por semeadura tanto estdtica quanto dindmica; permite bom acesso

de oxigénio e nutrientes (em alguns casos de ambos os lados da membrana —
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ver figura 12, exemplo 1) e remogdo de materiais de residuo e dioxido de
carbono, minimizando assim a chance de ocorréncia de necrose, da maneira
encontrada em andaimes de polimero de maiores dimensdes. Estes atributos
promovem a viabilidade das células cultivadas em 3 dimensdes; (2) Bom
acesso por reagentes exdgenos (por exemplo, compostos de teste) a células
em crescimento em 3-dimensdes; (3) Células a ser removidas de andaime
depois de crescimento celular em 3 dimensdes para andlise adicional usando
tratamentos enzimaticos, tal como incubagdo com tripsina (dados n&o
apresentados); (4) Células e tecidos que crescem no andaime podem ser
visualizadas usando microscopia eletronica ou otica (Figuras 14 e 20,
respectivamente).

A capacidade de controlar as dimensdes que constituem a
estrutura do material polimérico € essencial para otimiza¢do do crescimento e
conduta celular. Diferencas sutis na porosidade destes materiais tém
implicagdes significativas na capacidade das células de aderirem ao andaime,
proliferar; diferenciar e funcionar (Figuras 15-17). Materiais poliméricos a
base de estireno produzidos com 90% de volume do poro e otimizados para
crescimento celular in vitro também melhoram a proliferagéo, diferenciagdo e
funcdo celular comparados ao artigo de plastico de cultura celular de 2
dimensdes convencional (Figuras 18-24).

EXEMPLO 4

Caracteristicas morfologicas de célula HepG2 crescidas em
substratos alternativos:

Microscopia de elétron de varredura revelou diferengas
significativas na aparéncia de células HepG2 cultivadas em substratos tanto 2-
D quanto 3-D (Figura 25). Células crescidas em superficies planares 2-D
formaram estruturas estendidas retas depois de 7 dias. Em geral, culturas 2-D
pareceram heterogéneas e desorganizadas. Depois de 14 dias, células

cultivadas em plastico de cultura de tecido comegaram a agrupar e formar
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agregados. Em algumas areas de culturas 2-D crescidas por 14-21 dias,
células HepG2 pareceram ndo saudaveis, algumas foram reunidas e outras
foram desintegradas (dados ndo apresentados). Células cultivadas em
poliestireno 3-D, espalharam ao longo e na estrutura do andaime. Células
inicialmente agruparam em coldnias de células intimamente empacotadas na
substancia do polimero, parecendo-se a pequenos agregados multicelulares.
Isto foi indicativo da maior anexagdo e interagdo entre células adjacentes que
crescem no andaime. Depois de 7 dias, culturas de células HepG2 crescidas
em 3-D pareceram mais homogéneas que sua cOpia em 2-D. Culturas que
crescem que densidades de semeadura menores mostraram as células
anexadas ao andaime e estendidas ao longo das lacunas. Isto demonstrou
como o crescimento celular em 3-D pode maximizar sua area superficial
interagindo com células adjacentes e o meio de incubacdo. Além do mais,
imageamento de amplificagdo maior de células individuais crescidas em 3-D
revelou um numero significativamente maior de micro-villi comparado a
células crescidas em superficies 2-D.

Microscopia de elétron de transmisséo foi usada para examinar
as caracteristicas estruturais de células HepG2 cultivadas em diferentes
materiais (Figura 26). No geral, a analise de células inteiras intactas crescidas
em substratos tanto 2-D quanto 3-D continha uma faixa de organelas tipica da
maioria das células de mamifero, incluindo mitocondria, nutcleo, reticulo
endoplasmatico e goticulas de lipideo. Secdes ultra finas de preparagdes de
célula crescidas em 3-D mostraram claramente como as células crescem em
torno e em associagdo intima com o andaime de poliestireno. Células
cultivadas nas superficies 3-D apresentaram inumeras caracteristicas
morfolégicas tipicas do tecido hepatico. Membranas nucleares pareceram ser
normais. Inimeras mitocéndrias visualizadas apresentaram variadncias
estruturais na faixa normal. Nenhuma alteracdo patoldgica especifica foi

detectdvel no reticulo endoplasmatico tanto liso quanto rugoso, nos
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complexos de Golgi, ou no teor de glicogénio. A presenca destas
caracteristicas ultra-estruturais indicou que células HepG2 crescidas em
substratos 3-D foram metabolicamente ativas. A presengca de agregados
peroxissomais (Figura 26B), que sdo organelas celulares ubiquitosas
abundantes no figado e rins de mamiferos, foi particularmente encorajador.
Sabe-se que proxissomas hepaticos sdo responsaveis pela B-oxidagdo da
cadeia lateral do colesterol no curso da sintese de acido biliar, um caminho
associado a hepatoécitos diferenciados [8].
| No tecido hepatico nativo, hepatééitos possuem polaridade

com duas ou trés superficies basais revestindo o sinuséide, enquanto que
células adjacentes formam o calculo biliar. Micrografias de c€lulas crescidas
em 3-D revelaram que hepatécitos adjacentes freqiientemente compartilharam
canais alinhados com micro-villi alinhados com jun¢des estreitas. Esta
observacdo sugere que células HepG2 cultivadas podem ser polarizadas e
capazes de formar canais que se parecem calculos biliares [9]. Sabe-se que
estas estruturas sdo ricas em micro-villi e componentes da bile metabolizados
nas células sdo normalmente secretados nos célculos.

EXEMPLO 5

Melhor viabilidade da célula durante crescimento celular em 3-D:

Examinou-se se as superficies usadas neste estudo foram
biocompativeis com o suporte de crescimento de células HepG2 viaveis. A
figura 27A ilustra os valores de absorbancia Mn para hepatocitos crescidos
em superficies 2-D controle e nos andaimes 3-D. As células vidveis foram
sucessivamente cultivadas em ambos os substratos por até 21 dias. O ensaio
revelou que a viabilidade da célula foi significativamente melhor quando
crescida em 3-D. Observou-se que células crescidas em andaimes tém maior
area superficial & qual se anexam e crescem, comparada as superficies
planares, onde o espago por célula é restrito. Onde possivel, esta diferenga foi

considerada e valores foram normalizados para ensaios in vitro.



10

15

20

25

53

EXEMPLO 6

Melhor metabolismo celular durante crescimento celular em 3-D:

A atividade metabdlica de células HepG2 foi estimada
determinando o nivel de secre¢do de albumina. A figura 27B mostra os cursos
de tempo de secregdo de albumina em plastico de cultura de tecido 2-D e os
andaimes 3-D. Valores foram normalizados para considerar qualquer
diferenca no numero de célula. Pode-se claramente ver que existe uma
concentragio significativamente maior de albumina em culturas crescidas em
superficies 3-D comparado ao crescimento celular em 2-D para todos os
pontos de tempo que foram testados. Os niveis de albumina em culturas
crescidas em plastico de cultura de tecido reto atingiram o pico no dia 14 e
entio diminuiram rapidamente em 21 dias. Isto ndo ocorre em culturas
crescidas em andaimes 3-D indicando que o ambiente 3-D € mais condutivo
para funcéo celular.

EXEMPLO 7

Efeitos do metotrexato no crescimento celular em 2-D e 3-D:

Células HepG2 crescidas em formatos 2-D e 3-D foram
tratadas com varias concentracdes de MTX para avaliar sua tolerancia a uma
citotoxina bem conhecida. depois de cada periodo de tratamento, culturas
foram entfo estudadas para mudangas bioquimicas (Figura 28) e morfologicas
(Figura 29 & 30).

A figura 28A ilustra a viabilidade da célula depois de 1 e 7
dias tratadas com concentragcdes variadas de MTX. O tratamento de
monocamadas de HepG2 com MTX resultou em um aumento gradual da
absorbancia a 15 pM de MTX depois de 24 horas, mas os niveis de
absorbancia comecaram a cair a 7 dias (dados ndo mostrados). Com o
aumento nas concentracdes de MTX, a viabilidade do crescimento celular em
superficies 2-D foi visivelmente reduzida, especialmente nos niveis mais

elevados da citotoxina. Em culturas 3-D, a sensibilidade ao MTX ndo foi
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evidente nas concentra¢des inferiores de MTX; somente a 62 pM de MTX
houve uma diminui¢io significativa nos niveis de absorbancia comparados
aos valores de controle. Este padrio também foi visto em culturas 3-D
crescidas por 7 dias, enquanto que o crescimento celular em monocamadas
por 7 dias mostrou uma clara diminui¢do nos niveis de absorbancia em
concentracdes de 125 pM de MTX. Estes resultados implicam que células
cultivadas em superficies 2-D nestas condigdes permanecem vidveis por um
periodo menos comparado as células cultivadas em andaimes 3-D.

_ A atividade metabolica das células HepG2  foi
significativamente reduzida aumentando as concentragdes de MTX (Figura
28B). Células crescidas em 2-D foram sensiveis as menores concentragdes de
MTX testadas (8 upM), enquanto que este nivel ndo influenciou
significativamente a secre¢do de albumina pelas células crescidas em 3-D
(dados ndo apresentados). Entretanto, maiores niveis de MTX (15,6 pM)
realmente comegaram a reduzir a secreg¢ido ‘de albumina pelas células
cultivadas em andaimes. Durante todo o desafio citotéxico, niveis mais altos
de secregdo de albumina foram observados nas células crescidas em plastico
3-D comparado aos 2 materiais -D. Estes dados ilustram que a fung@o da
célula do hepatdcito foi desemparelhada na presenga de MTX de uma maneira
dependente da dose e células crescidas em 3-D pareceram mais tolerantes a
citotoxina.

A medicdo de transglutaminase foi realizada como um teste
para toxicidade de célula HepG2 em resposta as concentragdes crescentes de
MTX. Foram examinados os efeitos de MTX nos niveis de transglutaminase
em culturas 2-D e 3-D depois de 1, 7 e 10 dias de exposi¢do a citotoxina.
(Figura 28C). Em culturas de controle, onde ndo houve nenhuma adigéo de
MTX, observou-se que niveis de transglutaminase foram minimos e em niveis
similares. Com concentracdes crescentes do medicamento, tal como 31 uM de

MTX, culturas 2D secretaram niveis significativamente maiores de
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transglutaminase que aumentou de uma maneira dependente da dose, ao
contrario de células crescidas em cultura 3-D. Estas diferengas foram
estatisticamente significativas em todas as culturas 2-D em 7 e 10 dias,
comparado as copias em 3-D. Em culturas 3-D, o aumento da concentragdo de
MTX nio causou um aumento significativo nos niveis de transglutaminase,
embora houvesse um aumento gradual nos niveis enzimaticos secretados no
meio de cultura em concentra¢des maiores do medicamento. Estes dados

adicionalmente sugerem que células em materiais porosos 3D s3o mais

‘tolerantes aos niveis crescentes de desafio de citotoxina.

Micrografias eletronicas de varredura (SEM) e de transmiss&o
(TEM) demonstraram mudangas dependentes da concentragdo na estrutura da
célula subseqiiente ao tratamento com MTX. Exemplos representativos de tais
mudangas morfolégicas sdo ilustrados na figuras 29 e 30. Células HepG2
saudéaveis normais expressam inumeros micro-villi na sua superficie celular.
Quando desafiadas com MTX, células crescidas em superficies 2-D
gradualmente perdem seu micro-villi de uma maneira dependente da dose,
enquanto que células crescidas em andaimes continuam a expressar esta
caracteristica estrutural (Figura 29). Em resposta aos niveis crescentes de
MTX, a superficie de células HepG2 crescidas como monocamadas,
primeiramente diminuiu o nimero de micro-villi, entdo se tornou achatada, e
entdo comecou a desintegrar. Nenhuma de tais mudangas foi observada na
estrutura de células HepG2 crescidas em andaimes 3-D, embora o micro-villi
de células crescidas na maior concentragio de MTX testada (125 pM) néo
mostrasse sinais de achatamento.

Exame adicional por TEM revelou mudangas ultra-estruturais
nas células desafiadas pela citotoxina (Figura 30). Células crescidas em
superficies 2-D possuiam morfologia saudavel com nucleo proeminente com
nucléolos visiveis em culturas de controle. Depois do tratamento com 8 uM

de MTX, células com boa arquitetura nuclear permaneceram visiveis em
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culturas 2-D, embora areas de necrose celular também tenham sido evidentes.
Culturas 2-D de hepatdcitos tratadas com niveis crescentes de MTX
mostraram citotoxicidade acentuada e a maioria das células se tornou
necrética em altos niveis de MTX. Caracteristicas, tais como de-granulagéo
do reticulo endoplasmatico e a presenca de espectros ribossomais foram
observadas. Além disso, o citoplasma granular que geralmente ndo tem uma
estrutura organizada e granulos cromaticos agrupados foi disperso em todo o
nucleo. Evidéncia subcelular de apoptose também foi observada; a membrana
plasmitica foi vista romper e uma quantidade acentuada de formagdo de
vacuolo, possivelmente que reflete a presenga de goticulas de lipideo e
degeneracdo celular. O encolhimento da célula também foi 6bvio, bem como
uma perda de contato de célula-para-célula depois da formagio de corpos
apoptoticos (autofagolisossomas) e morte celular. Na concentragdo mais alta,
“espectros” celulares remanescentes foram observados, indicando que as
células crescidas em 2-D expostas a niveis mais altos de MTX tinham se
submetido a um estagio avangado de morte celular.

Ao contrario, células HepG2 crescidas em cultura 3-D e
expostas a0 MTX foram significativamente mais resistentes aos efeitos da
citotoxina. A ultra-estrutura de células tratadas com concentragdes inferiores
de MTX possuiu organelas normais no seu citoplasma (RER, ribossomas,
mitocdndria e goticulas de lipideo). O niicleo apresentou heterocromatina e
nucléolo normais. Estas caracteristicas foram bem preservadas durante toda a
maioria das concentragdes de MTX testadas. Entretanto, em algumas células
na presenca de 125 pM de MTX, a membrana nuclear teve uma morfologia
irregular e outras caracteristicas sub-celulares, tal como mitocondria, que
pareceu ser ligeiramente anormal. E provavel, desta forma, que em maiores
concentragdes de MTX, células em culturas 3-D comeg¢am a se submeter a
mudangas similares as experimentadas pelas células cultivadas em 2-D,

conforme visto em concentra¢des significativamente menores da citotoxina.
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Em resumo, o crescimento de células em andaimes
poliméricos a base de estireno adaptados para uso em artigo de plastico de
cultura célula ja existente fornece a oportunidade de crescimento celular em 3
dimensdes in vitro. A conduta da célula é influenciada pelo ambiente em que
o crescimento celular e as células crescidas em 3-dimensdes € mais realistico
e se parece mais intimamente as condigdes de crescimento celular
normalmente experimentadas no corpo. O aparelho aqui descrito fornece uma
oportunidade para pesquisadores de rotineiramente crescer células em 3-
dimensdes que serdo invalidadas para leituras mais exatas de modelos e
ensaios celulares. O aparelho também é inerte, facil de usar, pode ser
esterilizado, é barato de fabricar e produzir, ¢ robusto e reprodutivel, tem uma
meia vida de prateleira indefinida e é adaptavel a muitas aplicagGes.

EXEMPLO 8

Em uma aplicagio adicional para o uso do andaime de
poliestireno, desenvolveu-se um modelo organotipico de pele de mamifero
consistindo em uma lamina estratificada de queratinocito epidérmicos
crescidos na interface mediana em uma camada de fibroblastos dérmicos na
presenca ou auséncia de um revestimento de gel ou solugéo de colageno no
andaime. Este sistema possibilita o crescimento a longo prazo e manutengao
do epitélio polarizado que intimamente se parece com a pele nativa. A
tecnologia pode ser usada para investigar a fungdo das células epiteliais da
pele em uma ampla faixa de aplicagdes, incluindo ciéncia basica,
desenvolvimento de produtos farmacéuticos e estimativa da toxicidade do
composto.

Modelos organotipicos para o crescimento de pele de
mamifero s3o bem estabelecidos e inimeros procedimentos foram
desenvolvidos para alcangar isto in vitro (por exemplo: Bohnert et al. 1986;
Ikuta et,al. 2006; Prunieras et al. 1983; Schoop et al. 1999). Os procedimentos

ja existentes requerem o crescimento de fibroblastos dérmicos em uma
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mistura de gel de colageno, mediante o qual queratinécitos sdo semeados em
uma prensa de duas camadas. O gel encolhe com o tempo; ele € entdo
aumentado para a interface ar/meio para possibilitar mudangas no crescimento
e atividade celular. O manuseio do gel é dificil e requer tempo, conhecimento
e concentragdo. Conseqiientemente, este modelo ndo € prontamente adaptavel
para estratégias de sele¢do de alto rendimento ou em circunstancias onde uma
reducdo na variabilidade € requerida e facil manuseio € necessario.

Aqui, demonstrou-se a aplicagdo de andaime 3 D de
poliestirenos para mais prontamente possibilitar o uso e manuseio de rotina de
fibroblastos dérmicos e géis de colageno para co-culturas de pele
organotipica. Resumidamente, culturas de fibroblastos dérmicos sdo semeadas
na superficie dos andaimes 3D de poliestireno em meio de crescimento
apropriado (Figura 31a). As células crescem na superficie e na estrutura da
membrana 3D (Figura 32). Isto pode ser alcangado na presenga ou auséncia
de uma solucdo/gel de coldgeno ou pré-revestimento do andaime com solugéo
de colageno (por exemplo, colageno tipo I). O andaime plastico 3D inerte
fornece suporte para os fibroblastos cultivados. Os andaimes assentados com
fibroblastos sdo prontamente manuseados e podem ser transferidos no artigo
plastico de cultura celular recém preparado (por exemplo, placa de 6 pogos),
se necesséario. Além do mais, o encolhimento de um gel de colageno molde ¢
minimizado que reduz variabilidade entre os experimentos. Subseqiiente ao
estabelecimento da cultura do fibroblasto, uma co-cultura organotipica €
estabelecida semeando queratindcito epidérmicos (por exemplo, c€lulas
HaCaT ) na superficie dos fibroblastos (Figura 31b). Quando a cultura de
queratindcito é estabelecida (~2 dias), a superficie do andaime de poliestireno
é suspensa para a interface ar-liquido. A exposi¢éo ao ar induz a estratificacdo
dos queratinécitos (Figuras 31c e 33).

As vantagens de usar os andaimes de poliestireno porosos 3 D

para co-cultura organotipica de pele de mamifero sdo:
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- Fornecer suporte para as células (e gel se apropriado) e
ambiente 3D para a cultura de fibroblasto dérmico

- Possibilitar o facil manuseio da mistura cultura de
fibroblasto/ gel de colageno e evitar a quebra ou dano dos géis/cultura

- Minimizar o encolhimento do gel de colageno

- Possibilitar liberdade para rapidamente transferir culturas
organotipicas para outros vasos

- Elevar a cultura para a interface ar/liquido tanto reduzindo o
nivel do meio quanto aumentando o andaime em si (por exemplo, usando a
configuragio de inserto de pogo junto com adaptadores para aumentar a altura
do inserto)
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Tabela 1
Temp,:1*C | Aditivo (%)° | <d>/ pm° <d>/ pm* <d>/<D>
23 - 35 11 0,29
50 - 74 18 0,27
60 - 94 19 0,22
80 - 104 26 0,25
23 PEG (0,2) 82 12 0,15
23 PEG (0,4) 73 14 0,19
23 PEG (0,8) 84 15 0,17
23 PEG (1,5) 74 16 0,22
23 MeOH (1,0) 59 12 0,20
23 MeOH (2,0) 57 12 0,21
23 MeOH (3,0) 68 16 0,24
23 MeOH (4,0) 65 14 0,22
23 THF (0,4) 60 12 0,20
23 THEF (0,8) 90 12 0,13
23 0 (1,0) 72 12 0,17
23 THF (1,5) 99 15 0,15

? temperatura da fase aquosa

® aditivo de fase aquosa expresso como% em vol (% p/vol para PEG)

° didmetro de lacuna médio determinado por SEM

4 diametro da interconexio médio determinado por porosimetria de mercurio

Tabela 2

Aditivo | <D>/pm | <d>/pumd | (Dw/m?) x | (Dw/m”) x [(ADw/m’) x
(%) 107 101 f 10" ¢g
35 11 7,1 8,2 1,1
THi~ (1,5) 99 15 10,1 12,1 2
MeOH (2) 57 12, 7,3 8,1 0,8
PEG (1,5) 74 16 7,8 9,4 1,6

® Em cada caso a fase aquosa foi mantida a temperatura ambiente durante o
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preparo da emulséo.

® aditivo da fase aquosa expresso como% (v/v) (%o (p/v) para PEG)
° diametro de lacuna médio determinado por SEM

4 didmetro de lacuna médio determinado por porosimetria de Hg
°D,,; = valor inicial de coeficiente de autodifusio da agua

f Dy¢ = valor final de coeficiente de autodifusdo da agua

g AD,, = mudanga no coeficiente de autodifusdo da agua

Tabela 3 :
Aditivo' Cs (%p/p)® | <D>um° [ <d>/pm° <d>/<D>
THF 20 74 12 0,16
THF 25 72 12 0,17
THF 30 66 14 0,22
MeOH 20 - 58 10 0,17
MeOH 25 65 15 0,23
MeOH 30 53 12 0,23

21,5% (v/v) de THF, 4% (v/v) de metanol

b Concentragdo de agente tensoativo (Span 80) expressa como porcentagem
de fase de mondémero total

¢ didmetro de lacuna médio determinado por SEM

d diametro da interconexdo médio determinado por porosimetria de Hg.
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REIVINDICACOES

1. Substrato de cultura celular, caracterizado pelo fato de

compreender uma pluralidade de material polimérico microcelular, em que o
volume do poro do material polimérico microcelular esta entre 88% e 92%.

2. Substrato de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que o volume do poro € de cerca de 90%.
3. Substrato de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que o dito substrato compreende um elastomero

hidrofébico em uma concentragdo entre 20% (p/p) e 40% (p/p).

4. Substrato de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado

pelo fato de que o dito elastdmero hidrofébico estd em uma concentragio
entre 25% (p/p) e 35% (p/p).
5. .Substrato de acordo com a reivindicagdo 3 ou 4,

caracterizado pelo fato de que o dito elastdmero hidrofébico é fornecido em

uma concentragdo de 30% (p/p).
6. Substrato de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 3

a 5, caracterizado pelo fato de que o dito elastomero € selecionado do grupo

que consiste de: acrilato de 2-etilexila; acrilato de n-butila e acrilato de n-
hexila.

7. Substrato de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado

pelo fato de que o dito elastdmero ¢ acrilato de 2-etilexila.

8. Substrato de acordo com a reivindicagdo 6 ou 7,
caracterizado pelo fato de que acrilato de 2-etilexila € fornecido entre 28%
(p/p) e 32% (p/p).

9. Substrato de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado

pelo fato de que acrilato de 2-etilexila € fornecido a cerca de 30% (p/p)-
10. Substrato de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 9, caracterizado pelo fato de que o dito substrato de cultura celular

compreende polivinila.
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11. Substrato de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado

pelo fato de que o dito polivinila € poliestireno.

12. Substrato de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado

pelo fato de que o dito poliestireno compreende um mondémero de estireno e
divinil benzeno.
13. Substrato de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 12, caracterizado pelo fato de que o dito substrato de cultura celular

compreende um agente tensoativo.

14. Substrato de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado

pelo fato de que o dito agente tensoativo € fornecido em uma concentragdo de
20-30% (p/p).

15. Substrato de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado

pelo fato de que o dito agente tensoativo € fornecido em uma concentragdo
entre 24-26% (p/p)-

16. Substrato de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado

pelo fato de que o dito agente tensoativo € fornecido em uma concentragéo de
cerca de 25% (p/p).
17. Substrato de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 16, caracterizado pelo fato de que o dito substrato de cultura celular

compreende uma pluralidade de membrana ou camadas finas de material
polimérico microcelular em que a dita membrana/camada tem 50-1.000
microns de espessura.

18. Substrato de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado

pelo fato de que a dita membrana/camada tem aproximadamente 120 -150
microns de espessura.
19. Substrato de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 18, caracterizado pelo fato de que o dito material polimérico microcelular

compreende um mondmero organico adicional.

20. Substrato de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado
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pelo fato de que o dito mondmero organico é selecionado do grupo que
consiste de: metacrilato de N-butila, metacrilato de n-hexila -~crilato de
cicloexila, metacrilato de cicloexila, acrilato de fenila metacr...to de fenila,
cloreto de 3-vinilbenzila, cloreto de 4-vinilbenzila, para acetoxiestireno.

21. Substrato de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 20, caracterizado pelo fato de que o dito material polimérico microcelular

compreende um polimero orgénico adicional.

22. Substrato de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado

pelo fato de que o dito polimero orgénico € selecionada do grupo que consiste
de poli(metacrilato de n-butila), poli(metacrilato de n-hexila), poli(acrilato de
cicloexila), poli(metacrilato de cicloexila), poli(acrilato de fenila),
poli(metacrilato de fenila), poli(cloreto de 3-vinilbenzila), poli(cloreto de 4-
vinilbenzila), poli(para acetoxiestireno).

23. Substrato de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 22, caracterizado pelo fato de que o dito substrato de cultura celular

compreende uma superficie que foi modificada pela provisdo de um
revestimento que facilita a anexagfo, proliferacdo e/ou diferenciagdo de
células anexadas a ele.

24. Substrato de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado

pelo fato de que a dita modificagdo € a provisdo de um revestimento
proteinaceo.

25. Substrato de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado

pelo fato de que o dito revestimento proteindceo compreende pelo menos uma
molécula selecionada do grupo que consiste de: laminina, colageno,
fibronectina, matrizes de peptideos a base de néo colageno.

26. Substrato de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado

pelo fato de que o dito revestimento proteindceo compreende um revestimento
de poliaminoécido.

27. Substrato de acordo com a reivindicagdo 26, caracterizado
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pelo fato de que o dito revestimento de poliaminoacido compreende poli L
ornitina ou poli L lisina.

28. Substrato de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado

pelo fato de que a superficie do dito substrato de cultura celular ¢ fisicamente
modificado.

29. Método para cultura de células, caracterizado pelo fato de

que compreende as etapas de:

i) fornecer um vaso de cultura celular compreendendo:

a) células;

b) substrato de cultura celular como definido em qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 28;

¢) meio de cultura celular suficiente para manter o crescimento
das ditas células; e

ii) fornecer condigdes de cultura celular que promovem a
proliferagdo e/ou diferenciagdo das ditas células.

30. Processo para a formagdo de um material polimérico

microcelular, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

i) formar uma preparagio compreendendo uma emulsdo de
fase interna alta compreendendo um elastdmero hidrofébico em uma
concentragdo entre 20% (p/p) e 40% (p/p);

ii) formar uma preparagdo compreendendo um catalisador;

iii) combinar as preparagdes em (i) e (ii); e

iv) incubar a preparagdo combinada para permitir a formagéo

de uma polimero em emulsio de fase interna alta.
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ST . RESUMO | |

“SUBSTRATO DE CULTURA CELULAR, METODO PARA CULTURA

DE CELULAS, E, PROCESSO PARA A FORMACAO DE UM

MATERIAL POLIMERICO MICROCELULAR” =

5 , | . E descrito um substrato de cultura celular compreendendo um
- polimero em‘ emul$§o de fase interna ;ltamente polirnerizada-,adépta.c’lo e

" "{nodiﬁcadd para uso na'éultura de rotina de é‘:éluias‘ em trés dimensdes; .
~tipicamente Ag:é_l;ulasr de mémiferé e o uso do- substrato em um si_sténia de
cultura c_elular' para investigagdo e ahzilisel de proliféra{;éé, diferenciagﬁo' e

10 func;io__ce}ular.
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