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RESUMO

O desenvolvimento de métodos alternativos in vitro baseia-se no refinamento, reducéo e
substituicdo ao uso de animais em experimentacdo e tém sido desenvolvidos para testar a
seguranca de cosméticos e medicamentos. E importante considerar as dificuldades que o Brasil
enfrenta com questdes alfandegarias e de perecibilidade que dificultam e até mesmo impedem
a utilizacdo de modelos de pele humana reconstruida disponiveis comercialmente. Este trabalho
teve como objetivo desenvolver um modelo de pele humana reconstruida (PHR-UFAM) in vitro
utilizando células de cultura permanente e testar suas aplicabilidades para ensaios de
citotoxicidade e genotoxicidade. Para isso, as peles foram geradas utilizando queratindcitos e
fibroblastos (embebidos em coldgeno) humanos permanentes. O controle de qualidade das peles
foi feito por anélise morfol6gica e imunohistoquimica, a viabilidade pelo teste do MTT com o
controle negativo e teste de funcdo barreira. A aplicabilidade para ensaios de genotocixidade
foi avaliada pelo teste do micronucleo, cometa em pH alcalino e neutro e cometa modificado
para deteccdo de sitios de metilagcdo no DNA com os controles positivos de cada teste definidos
pela OECD e pela literatura. A melhor condicdo testada permitiu o desenvolvimento de uma
pele humana reconstruida (PHR-UFAM) com uma camada epidérmica apresentando expressao
de marcadores imunohistoquimicos epiteliais (citoqueratinas) e dérmico (vimentina). O modelo
atendeu aos parametros de qualidade (histologia, viabilidade e fungéo barreira) e apresentou
semelhanga morfolégica com os modelos reconhecidos e validados pela OECD. A
aplicabilidade para ensaios de genotoxicidade evidenciou efetividade dos controles positivos:
Mitomicina C, que foi capaz de aumentar significativamente a frequéncia de microndcleos em
3,03% e 3,51% nas concentracdes de 1,5 e 3 ug/mL; Etilmetanossulfonato, que causou dano ao
DNA no modelo de pele quando testado nas concentracGes de 5 e 10 uM, avaliado pelo ensaio
do cometa tanto na versao alcalina (indices de dano iguais a 59,3 e 103,7, respectivamente)
quanto na neutra (indices de dano iguais a 40,7 e 125, respectivamente); e 5-azacitidina no
ensaio do cometa modificado para deteccdo de metilacdo no DNA testada nas concentragdes
0,5, 1 e 1,5 puM, que apresentou indices de dano reduzidos iguais a 107,5, 83,1 e 89,3,
respectivamente, no modelo de pele PHR-UFAM. Os resultados foram comparados com o
controle ndo tratado. Diante do exposto, com este trabalho foi possivel desenvolver um modelo
de pele humana reconstruida composta totalmente de células permanentes semelhante aos
modelos validados e reconhecidos na literatura. Contudo, é necesséaria a realizacdo de estudos
de validacdo complementares que comprovem sua efetividade para ensaios de citotoxicidade e
genotoxicidade de substancias com potencial terapéutico ou cosmético.

Palavras — chave: Pele humana, cultura celular permanente, seguranca.



ABSTRACT

Alternative methods are being developed to reduce, refine, and replace (3Rs) animals used in
experiments and have been applied to test the safety of cosmetics and medicines. It is important
to consider the difficulties that Brazil faces with customs and perishability issues that hinder
and even prevent the use of commercially available reconstructed human skin models. The aim
of this work was to develop a reconstructed human skin model (PHR-UFAM) and test its
applicability for cytotoxicity and genotoxicity assays. For this, skins were generated using
permanent human keratinocytes and fibroblasts (embedded in collagen) cells. The quality
control was performed by morphological and immunohistochemical analyses, viability by MTT
test with negative control, and barrier function test. The applicability for genotoxicity assays
was evaluated by micronucleus test, neutral and alkaline comet, and modified comet for
detection of DNA methylation sites with positive controls of each test defined by OECD and
literature. The best condition tested allowed the development of a reconstructed human skin
(PHR-UFAM) with epidermis presenting expression of immunohistochemical markers:
epithelial (cytokeratins) and dermal (vimentin). The model followed quality parameters
(histology, viability, and barrier function) and presented morphological similarity with models
recognized and validated by OECD. The applicability of skin model for genotoxicity assays
demonstrated the effectiveness of the positive controls: Mitomycin C that was able to increase
significantly the micronucleus frequency when tested at concentrations of 1,5 e 3 pg/mL
(3.03% and 3.51%, respectively); Ethylmethanesulfonate caused damage to the DNA when
tested at concentrations of 5 e 10 uM by comet assay in both alkaline (damage index values of
59.3 and 103.7, respectively) and neutral (damage index of 40.7 and 125, respectively) versions;
and 5-azacytidine in the modified comet assay for methylation detection, tested at
concentrations of 0.5, 1 e 1.5 uM showed reduced damage indexes (107.5, 83.1, and 89.3,
respectively). The results were similar to skin models validated by OECD and literature. Thus,
with this work it was possible to develop a reconstructed human skin model composed entirely
of permanent cells. However, further validation studies are required to prove its effectiveness
for cytotoxicity and genotoxicity tests of substances with therapeutic or cosmetic potential.

Keywords: Human skin, permanent cell culture, security.
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1 INTRODUCAO

A pele é considerada uma importante funcéo barreira que protege o organismo humano
contra agentes fisicos, quimicos e infecciosos do ambiente externo, mas seu papel se estende
além das propriedades de revestimento e protecao do corpo. Sua relagdo com os demais 6rgaos
é singular e esta integrada aos sistemas de forma que permite o equilibrio deste com o ambiente
externo (BARBOSA, 2011; BARONI et al., 2012; PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008;

WICKETT; VISSCHER, 2006).

Quando exposta a agentes externos (fisicos, quimicos ou infecciosos) a pele é
responsavel por desencadear uma série de eventos com o0 objetivo de reestabelecer a
homeostase. Esses eventos devem a participacdo de células, ativacdo do sistema imunolégico,
liberacdo de sinalizadores, mudancas estruturais, dentre outras. As manifestacdes clinicas
decorrentes dessa exposicdo podem variar de edema e eritema leves a exsudacdao. Quando o
dano persiste e ndo consegue ser reparado, processos cronicos podem se estabelecer e
desencadear doengas como dermatite, pénfigo vulgar, necrélise epidérmica téxica (sindrome de

Lyell) dentre outras (PROKSCH, BRANDNER & JENSEN, 2008).

Alteracdes nos padrdes funcionais da pele podem levar a processos patogénicos, essas
alteracBes podem ser decorrentes da toxicidade de substancias quimicas como medicamentos
ou cosméticos. O estudo de como ocorrem essas alteragdes nas funcées bioldgicas da pele, ou
mesmo avalia¢do da presenca e magnitude das mesmas, frente a esses xenobidticos € critico no
desenvolvimento de produtos totalmente seguros para uso humano. Com o cenario atual em
prol do uso racional de animais de experimentacdo, muito utilizados para avaliar toxicidade de
substancias, diversos modelos in vitro estdo sendo regulamentados e validados pelos 6rgaos

internacionais para reduzir o uso de animais e orientar melhor os ensaios pré-clinicos.
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Uma vez que as células que compdem o tecido da pele humana crescem dentro de uma
matriz tridimensional (3D) continuamente cercada por células vizinhas, as culturas de células
em monocamada (2D), atualmente muito utilizadas, ndo retratam fielmente a arquitetura
fisioldgica da pele. Com isso, varios tipos de peles artificiais ou reconstruidas em cultura
tridimensional in vitro estdo sendo desenvolvidas e validadas. Contudo, essas peles possuem
algumas limitacOes tais como: requerem culturas de células primarias (retiradas do tecido in
vivo), possuem um tempo para utilizacdo limitado, necessitam ser importadas de outros paises
e muitas vezes por questdo de logistica e regulamentacdo rigorosa de tecidos vivos,
impossibilita a realizacdo de testes em paises como o Brasil (BROHEM et al., 2011; WEVER

etal., 2015).

A avaliacdo do potencial genotdxico (dano ao DNA) de substancias € tradicionalmente
realizada em animais por meio das alterac6es em suas células apds exposi¢do ao produto. Esse
dano pode ser detectado precocemente por ensaios in vitro utilizando cultura de células. Assim,
a utilizacdo de novos métodos in vitro sdo importantes para direcionar melhor os ensaios com

animais e seres humanos (FROTSCHL, 2015; VASQUEZ, 2012).

Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos alternativos eficazes para ensaios in
vitro de seguranca disponiveis e mais viaveis para a realizacdo pelos laboratérios, bem como,
outros testes de pesquisa e desenvolvimento de cosméticos e medicamentos, € necessario para
refinar, reduzir e substituir modelos com animais e melhorar 0 cenario da pesquisa e
desenvolvimento no Brasil. Sendo assim, com esta pesquisa pretende-se contribuir com um
modelo de pele humana in vitro totalmente constituida de células de linhagens permanentes

aplicada para o estudo da toxicidade de substancias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A pele humana

A pele é considerada o maior 6rgao do corpo humano, compreendendo cerca de 15 a
20% do seu peso total, com uma &rea superficial que varia de 0,2 m? no nascimento a
1,8-2,5 m? no ser humano adulto e uma espessura de 1,5 a 4 mm. Sua constituicdo complexa,
incluindo varios tipos celulares, permite com que este 6rgao seja responsavel por funcgdes vitais
para o ser humano, tais como termorregulacéo, percepcao sensorial, excrecdo e absor¢do, bem
como, protecdo a injdrias, infeccdo e desidratacdo (ANDERSON, 2014; HARRIS, 2009;

MARTIN, VULIN & HENDRY, 2016).

Como mostrado na figura 1, a pele é dividida em dois principais compartimentos estruturais:
a epiderme, primeira barreira fisica quimica/bioquimica (antimicrobiana e imunidade inata) e
imunologica adaptativa; e a derme, responsavel pelo suporte mecanico e nutricional da pele. Alguns
anatomistas referem-se a tela subcutdnea como parte da pele e a chamam de hipoderme

(ANDERSON, 2014; BARONI et al., 2012; PROKSCH, BRANDNER & JENSEN, 2008).

B Estrato Cérneo

®» Estrato Lucido
.| B Estrato Granuloso

EPIDERME i
® Estrato Espinhoso | Estrato

Germinativo

—® Membrana Basal
Queratindcito Melanécito
R=—=4

DERME < ——— Fibroblasto

-

Tecid9 adiposo
ioperve|, (5 ©O°O_ & co° @
Figura 1- Camadas da pele e seus componentes celulares. A pele é dividida histologicamente em duas camadas

principais, a epiderme (subdividida em estratos ou camadas) e a derme. A hipoderme constitui a tela subcutanea.
Fonte: a autora.
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Tanto a epiderme quanto a derme participam na formacéo da estrutura da matriz altamente
especializada, a membrana basal, o qual separa fisicamente esses compartimentos, proporcionando
uma interface dindmica e estabilizadora. Embora toda a estrutura da pele participe ativamente na
defesa do hospedeiro, a epiderme possui importante acdo na perda de dgua e outros componentes
do corpo para o ambiente externo, bem como na protecdo do corpo contra uma variedade de

estimulos ambientais (BARONI et al., 2012).

2.1.1 Epiderme: componentes estruturais e células

A epiderme estruturalmente € constituida por varios estratos ou camadas anatomicamente
distintas (Figura 2). A camada mais superficial, com apenas 10-20 um de espessura, € denominada
estrato corneo de onde provém a principal barreira de absor¢cdo de componentes bem como controle
da perda de agua através da pele. Abaixo do estrato cérneo encontra-se a epiderme viavel, com
cerca de 50-100 um de espessura, constituida principalmente de células denominadas queratindcitos
que ddo origem ao estrato corneo. As camadas sdo definidas quanto a posi¢do, morfologia e estado

de diferenciagdo dos queratinocitos (BOUWSTRA et al., 2003).

__ Cornedcitos

Estrato Cérneo T R
___ Granulos de queratina
° ® ® 4
Camada L = = ~___— Queratindcito granulado
granulosa L 2 = = = ot i i Profilagrina
. L _~ Célula de Langerhans
Y ‘ l _— Desmossomo
Camada - P ~
epidérmica Camada 7 & Queratindcito
nucleada espinhosa B a

~ Melanina

Prolongamento do
melanécito

/,./_ —  Melanécito
. .jr «+—— Célula de Merkel

—— Lamina basal

Camada [ [ 3
. basal Lr.ﬁ .
Figura 2 - Camadas da epiderme e seus constituintes celulares. A epiderme € dividida em estrato corneo (camada
mais externa) composta de corneécitos e uma camada epidérmica nucleada subdividida em camada granulosa,

espinhosa e basal. Seus principais constituintes celulares séo os fibroblastos, queratinécitos, melandcito, célula de
Langerhans, célula de Merkel. Fonte: a autora.
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A epiderme compde a primeira linha de defesa do organismo contra agentes externos e
sua principal funcéo é proteger a pele de ameagas ambientais potencialmente perigosas. O estrato
corneo compreende a barreira fisica da pele. Os lipideos, acidos, enzimas hidroliticas, peptideos
microbianos e macrdéfagos constituem a barreira quimica/bioquimica da pele e os constituintes
humoral e celular do sistema imune a barreira imunoldgica da pele (BARONI et al., 2012;

PROKSCH, BRANDNER & JENSEN, 2008)

A camada epidérmica é constituida em cerca de 80% por queratindcitos, que se
proliferam do estrato basal movendo-se até o estrato granuloso, onde se diferenciam em
cornedcitos compondo o estrato corneo. Os queratindcitos sintetizam e expressam diferentes
proteinas estruturais e lipideos durante sua maturacao (Figura 3). A fase final da diferenciacao
dos queratindcitos esta associada com mudangas importantes em sua estrutura até sua
transformacédo em grandes células anucleadas, os cornedcitos do estrato corneo (BOUWSTRA

& PONEC, 2006; BROHEM et al., 2011; WICKETT & VISSCHER, 2006).

Estrato — = Loricrina, proflilagrina, Involucrina Lipideos
> = . tricohialina, involucrina,
corneo ) —— e S SPRs
Camada @ ® @ T‘(\B, queratina-1, -2e, -9,
1 =10, desmogleina-1,
granulosa @ (@] o] “desmocolina-1
Camada [ { ‘ L TG1,TGs
espinhosa [ [ ’ ‘ desmogleina-2, -3, -4
— Y Y \‘\\ ~
Camada . g
Queratina-5, -14, TG2 .
basal . ‘ . . . ’ ‘ Loricrina s
Colageno-17, a4B,
Membrana basal [ integrina, laminina-5 | Filagrina Queratina

Figura 3 - Diferenciacao dos queratindcitos e expressdo de proteinas na epiderme. As proteinas que sdo expressadas
em locais na epiderme durante a diferenciacdo estdo envolvidas com o processo de cornificacdo. A nivel molecular,
a camada cdrnea é formada por proteinas que possuem alta afinidade por transglutaminases (TG), com lipideos
especificos na parte externa, para garantir as propriedades fisicas especificas da pele. SPR, proteinas pequenas
ricas em prolina; TG, transglutaminases. Adaptado de Candi, Schmidt & Melino (2005).
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A diferenciacdo epidérmica inicia com a migracdo dos queratindcitos da membrana
basal e finaliza com a formacdo da camada cornificada. As mudancas estruturais dos
queratindcitos até a fase de corneocitos, envolve também a formacdo de filamentos de
queratina, invélucro celular composto de proteinas reticuladas ou proteinas de invélucro
cornificadas, bem como, um envelope lipidico covalentemente ligado. Além disso, 0s
desmossomos, que interconectam queratindcitos adjacentes, sdo importantes para a coesao
célula-célula nas camadas da epiderme viavel ou nucleada e sdo essas estruturas eliminadas
durante o processo de descamacdo (BARONI et al., 2012; CANDI, SCHMIDT & MELINO,

2005).

No estagio terminal de diferenciacdo, os polipeptideos de filagrina, uma proteina de
matriz presente no interior dos queratindcitos no estrato granuloso, agregam o citoesqueleto de
queratina para formar uma densa matriz lipidica/proteica reticulada por transglutaminases que
formam o envelope celular cornificado, o qual contribui para as propriedades biomecanicas do
estrato cérneo, prevenindo a perda de agua epidérmica e impedindo a entrada de alérgenos,
produtos quimicos toxicos e organismos infecciosos na pele. A reticulacdo inclui a participacéao
de proteinas estruturais, como involucrina, loricrina, trico-hialina, dentre outras (ANDERSON,

2014; CANDI, SCHMIDT & MELINO, 2005; STEINERT & MAREKOQOV, 1995).

Os principais produtos protéicos estruturais envolvidos na proliferacdo dos
gueratindcitos basais sdo as queratinas. Esses produtos se agrupam em filmes intermediarios e,
juntamente com as tubulinas e microfilamentos de actina, formam o citoesqueleto de células
epiteliais. As queratinas sdo classificadas em tipo | (acidas) ou tipo Il (neutras a basicas), elas
se ligam aos pares para formar filamentos intermediarios de acordo com o estagio de

diferenciacdo dos queratindcitos. Por exemplo, pares de queratinas 5 e 14 sdo encontradas no
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estrato basal, enquanto pares de queratinas 1 e 10 estdo presentes na camada de células

suprabasais como esquematizado na figura 4.

r Tipos de
Estrato corneo ——-//Jé < ——— b

L 77 —7 queratinas
Camada eranulosa | (= > = D
& NN @g
Camada de
células Kl eKI10
suprabasais
Camada basal K5eKl14

Figura 4 - Camadas da epiderme e os tipos de queratinas produzidas. Na camada epidérmica as queratinas 1 (K1)
e 10 (K10), queratinas 5 (K5) e 14 (K14) sdo produzidas na camada suprabasal e basal, respectivamente. Fonte: a
autora.

Em locais especificos, quantidades significativas de queratinas sdo expressas, tais como
queratina 9 nas palmas das maos e solas dos pés, e queratina 2e em locais espessos. Em um
estdgio mais avancado, as células adquirem grénulos de queratohialina, que contém
profilagrina, citada anteriormente como precursor da proteina interfilamentar filagrina. No
processo de queratinizacdo, a filagrina agrega filamentos de queratina em feixes compactados
promovendo o colapso da célula em uma forma achatada, caracteristica dos corneocitos da

camada cornificada (CANDI, SCHMIDT & MELINO, 2005).

Os queratinocitos sdo as células mais abundantes da epiderme. Contudo, outros tipos
importantes de células podem ser encontrados como nas células de Langerhans (elementos
imunocompetentes), células de Merkel (constituem o sistema nervoso sensorial da pele),

melanadcitos (produtores de granulos de pigmento chamados melanossomos contendo melanina
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que protege a pele contra a radiacdo ultravioleta e dar cor a pele), leucdcitos e linfocitos

(BARONI et al., 2012; HOLIKOVA et al., 2001; WICKETT & VISSCHER, 2006).

2.1.2 Membrana basal: jungdo dermo-epidérmica

O estrato basal da epiderme esta intimamente relacionado com a derme através de um
sistema de conexdes de fibras proteicas que constituem a membrana basal, responsavel pela
ancoragem da camada epidérmica ao tecido conjuntivo solto da derme. A membrana basal é
constituida, principalmente, de colageno 1V, laminina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos,
bem como, fatores de crescimento com amplas fun¢des bioldgicas (BALASUBRAMANI,

KUMAR & BABU, 2001; BROHEM et al., 2011; 10ZZ0O, 2005).

A membrana basal dermo-epidérmica atua controlando a passagem de moléculas
bioativas em ambas direcdes, através da ligacdo a uma variedade de citocinas e fatores de
crescimento, representando um reservatorio controlado fundamental para o remodelamento
fisiologico e reparo da pele. Em situagfes patoldgicas como inflamacéo ou cancer, o0 aumento
da liberacdo de fatores decorrentes da destruicdo da membrana basal contribui para a ativagao

da reagéo no estroma (10ZZ0O, 2005; MUELLER & FUSENIG, 2004).

2.1.3 Derme: componentes estruturais e células

A derme corresponde a estrutura abaixo da epiderme, com cerca de 15-40 vezes maior
tamanho comparada a esta. Ela é formada basicamente por trés camadas: papilar, subpapilar e
reticular (Figura 5). A camada papilar projeta-se entre as cristas epidérmicas e é constituida de
fibras, nervos sensoriais terminais e possui rica suplementacdo com capilares sanguineos. A

camada subpapilar subjacente possui 0s mesmos componentes da camada papilar. Por fim, a
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camada reticular representa a maior parte da derme e é constituida de denso tecido conectivo
de fibras. A parte mais baixa encontra-se em contato com a camada de gordura subcutanea

(SHIMIZU, 2016).

Componentes celulares

Capilar sanguineo [ Mastécito Histiocito {

Nervo Fibroblasto Plasmocito

Membrana basal

Corpusculo
de Meissner

~ ™ EPIDERME
Camada papilar |

Camada subpapilar |

-~

Vaso linfatico

Derme reticular <L
‘LA ‘ L= DERME

Veia
Artéria

TECIDO
SUBCUTANEO

/ Fibras de colageno Substancia amorfa
Cosrpusculo de Pachman Fibras de elastina

Matriz dérmica
Figura 5 - Derme: componentes estruturais e celulares. A derme é formada basicamente por trés camadas: papilar,
subpapilar e reticular. Suas fungdes incluem o fornecimento de energia e nutricdo para a epiderme, além de forca
consideravel & pele em virtude do arranjo de sua matriz dérmica. Adaptado de Shimizu (2016).

A derme é composta de tecido fibroso e matriz dérmica, ela é responsavel por fornecer
energia e nutricdo a epiderme e confere forga consideravel a pele em virtude do arranjo de suas
fibras de colageno. As fibras de colageno, principalmente tipo | sdo os maiores componentes
da derme, representando cerca de 80% do seu peso. Em menor quantidade tem-se fibras de
elastina, fibras reticulares e matriz. Fibroblastos, macrofagos, mastocitos, plasmaocitos, células

endoteliais e nervosas compdem a derme. Vasos sanguineos, linfaticos, nervos glandulas

sebaceas e foliculos pilosos também estéo presentes (BROHEM et al., 2011; SHIMIZU, 2016).

As principais células da derme sdo os fibroblastos, responsaveis pela producéo de
colageno, fibras e de uma substancia gelatinosa, a substancia amorfa, na qual os elementos

dérmicos estdo mergulhados. A substancia amorfa ou substancia amorfa fundamental permite
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a adesdo de diversos componentes do meio extracelular, € basicamente constituida de
glicosaminoglicanos incluindo acido hialurdnico, sulfato de dermatan ou condroitino sulfato B,

sulfato de heparana, sulfato de condroitina e sulfato de queranato (BARBOSA, 2011).

As fibras de coldgeno que compBem a derme apresentam pouca extensibilidade,
entretanto, sdo extremamente fortes e resistentes a tensdo aplicada paralelamente as fibras, essas
caracteristicas sdo importantes na manutencdo da forca dindmica da pele. Quando as fibras de
colageno sdo produzidas e ocorre a maturacdo da derme, os fibroblastos interrompem suas

atividades e tornam-se fibrécitos (WONG, MCGRATH & NAVSARIA, 2007).

2.1.4 Hipoderme: Tecido adiposo subcutaneo

Os adipdcitos sdo as células que compdem majoritariamente o tecido adiposo e sao
responsaveis pelo armazenamento de lipideos na forma de triacilglicerol, necessarios para o
fornecimento de energia ao corpo. Na hipoderme, é possivel encontrar também células
inflamatdrias (macrdfagos), do sistema imune (leucdcitos, linfécitos), pré-adipdcitos e alguns
fibroblastos. Além disso, sdo encontrados constituintes ndo celulares que compreendem tecido

conectivo, tecido vascular e neural (IBRAHIM, 2009).

O tecido adiposo, ndo apenas deve ser considerado o local passivo de armazenamento
de lipideos, mas também desempenha fungdes metabdlicas e enddcrinas complexas. Entre 0s
produtos enddcrinos produzidos pelo tecido adiposo estdo: o fator de necrose tumoral-a, a
interleucina-6, a proteina estimulante de acilacdo e a leptina. Os produtos liberados neste tecido
podem contribuir para a regulacdo da produgdo hepatica de insulina, alteracdo no
desacoplamento de proteina 3 expressa no musculo esquelético, dentre outras a¢cdes (COELHO,

OLIVEIRA & FERNANDES, 2013; KERSHAW & FLIER, 2004).
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2.2 Seguranca de cosméticos e medicamentos

A seguranca é definida como auséncia razoavel de risco de lesdo significativa em
condicdes de uso previsiveis, ou seja, € a probabilidade do produto de ndo provocar danos
significativos aos usuarios. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) exige que
os fabricantes desses produtos apresentem dados sobre eficacia e seguranca em ensaios pre-
clinicos, através do controle da toxicidade do produto final e dos seus ingredientes, para dar
prosseguimento aos ensaios clinicos em humanos (BRASIL, 2012; ROMANOWSKI;

SCHUELLER, 1996).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria define cosméticos, bem como, produtos de
higiene pessoal e perfumes, como substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas
partes do corpo humano, com uso exclusivo para limpeza, perfumaria e alteracdo da aparéncia

e ou correcdo de odores, protecdo ou manutencdo de seu bom estado (BRASIL, 2015a).

Assim como outros produtos que promovem a saude, os cosméticos podem oferecer
riscos quanto ao seu uso e desencadear reacfes adversas como irritacdo (ardor, prurido e até
mesmo destruicdo do tecido), sensibilizacdo (reacdo alérgica envolvendo a resposta
imunoldgica imediata ou tardia), sensacdes de desconforto (ardéncia, dor, pinicacdo) e/ou efeito
sistémico (quando atingem a corrente sanguinea e se espalham para outras partes do corpo)

(BRASIL, 2012; CHIARI et al., 2012).

O controle da toxicidade do produto final cosmético e de seus ingredientes antes da sua
disponibilizagdo no mercado € necessario para garantir sua seguranca, especialmente a longo
prazo, visto que sdo utilizados por longos periodos pelo consumidor e sdo de livre acesso

(ANVISA, 2004; BRASIL, 2016; CHORILLI et al., 2007)
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Segundo a legislacdo sanitaria brasileira, a empresa é responsavel pela seguranca do
produto cosmético e deve possuir dados comprobatorios que atestem sua seguranga, garantindo
que estes ndo oferecem risco a satde quando utilizados conforme instrucées de uso. Com isso,

testes toxicoldgicos sdo requeridos para avaliacdo da seguranca (BRASIL, 2015a).

Dentre os ensaios toxicologicos, seis sdo considerados minimos para atestar a seguranca
do produto cosmético: toxicidade sistémica aguda, corrosividade e irritacdo dérmica,
sensibilizacdo cutanea, absorcao/penetracao cutanea, doses repetidas e
mutagenicidade/genotoxicidade. Os testes para avaliar toxicidade aguda e subcroénica, irritacéo
ocular, irritacdo de mucosas, efeitos toxicos pela radiacdo ultravioleta, carcinogenicidade,
teratogenicidade, bem como, toxicocinética e toxicodinamica, ficam sujeitos a avaliacdo de

acordo com o tipo de produto a ser testado (BRASIL, 2012; SCCS, 2016).

Os métodos empregados para atestar a seguranca dos cosméticos incluem testes in vivo
e in vitro. Os estudos in vivo permitem a investigacao de efeitos adversos tdéxicos a um animal
apos aplicacdo através de uma via de exposicao (oral, inalatdria ou tépica). Ja os testes in vitro,
sdo considerados métodos alternativos validados ao uso de animais, cujo objetivo é avaliar o
potencial irritativo, alergénico e sisttmico do cosmético testado (CHORILLI & SCARPA,

2007).

Segundo o Guia para Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos da ANVISA
(2012), sdo consideradas metodologias in vivo os testes para avaliagéo de toxicidade aguda oral,
irritacdo/corrosividade ocular e cuténea, irritacdo primaria, irritacdo acumulada, sensibilizagdo
dérmica, testes de irritagdo da mucosa oral, vaginal e peniana, e os testes de comedogenicidade
(eritema, edema e presenca ou auséncia de comeddes ou cravos como sdo conhecidos no Brasil).

Todos estes testes utilizam animais de experimentagdo para avaliagdo do risco. Entretanto,
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diversos aspectos devem ser considerados para que sejam realizados, incluindo o aspecto ético

destes animais e aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais.

Medicamento é definido como todo produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou
elaborado, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnostico. Para
obtencdo de seu registro e, assim sua comercializacdo e disponibilizacdo a populacdo, o
medicamento deve passar por varios testes ndo-clinicos e clinicos para assegurar sua seguranga

e eficacia para uso humano (ANVISA, 2013; BRASIL, 2015b).

Os estudos ndo-clinicos sdo aqueles que precedem os estudos clinicos. Eles incluem
métodos in vivo com animais e in vitro por meio de testes alternativos validados e aceitos
internacionalmente para atestar a seguranca do novo medicamento. A ANVISA elaborou um
Guia para conducdo destes estudos baseado em documentos de agéncias reconhecidas, como
Food and Drug Administration (FDA), Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdémico (OECD), diretrizes da Organizacdo Mundial da Salde, dentre outros (ANVISA,

2013).

Os estudos ndo-clinicos propostos pela ANVISA incluem: estudos de toxicidade de
dose-Unica (aguda), toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade
(dano ao DNA), tolerancia local e carcinogenicidade além de estudos de interesse na avaliacéo
da seguranca farmacoldgica e toxicocinética. Outros estudos também podem ser testados para
avaliar a seguranca e deverdo ser avaliados pelos 6rgdos competentes de vigilancia (ANVISA,

2013).

Além da ANVISA, diversos 6rgéos e instituicdes vém elaborando guias e diretrizes com
a intencdo de racionalizar os estudos néo clinicos, de forma a evitar duplicidade e a utilizacéo
desnecessaria de animais sem comprometer a qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos.

O Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal, CONCEA, publicou em 2016 a
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Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou
Pesquisa Cientifica com a finalidade de apresentar os principios e as condutas que garantam o

cuidado e manejo eticamente correto dos animais de experimentacdo (CONCEA, 2016).

2.2.1 Genotoxicidade e analises toxicoldgicas envolvendo alteragdes no DNA

Estudos indicam que variac¢des interindividuais em resposta a agentes quimicos externos
(xenobioticos) sdo definidas por diferencgas genéticas, e que o principal risco antecipado a nivel
genémico é a mutagénese ou dano fisico ao DNA (genotoxicidade). A genotoxicidade é um
processo no qual um agente interage com o DNA ou outro alvo celular que controla a
integridade do material genético. Isso inclui a inducdo de adutos de DNA, quebras nas fitas de
DNA, pontos de mutacdo, mudancas numéricas ou estruturais nos cromossomos (ANVISA,

2013; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008; SZYF, 2007).

As diretrizes internacionais recomendam uma bateria de testes para avaliar o potencial
genotoxico de uma substancia, cujo objetivo é detectar os principais danos ao DNA e
capacidade da substancia em proporcionar alteracdes no material genético (mutagenicidade).
Duas opcdes de testes sdo mundialmente consideradas: a opcdo 1 consiste em um ensaio de
AMES (um teste para mutacdo de genes em bactérias), um teste citogenético in vitro para
avaliar dano cromossémico ou um ensaio de mutacdo do gene Tk de linfoma de camundongo e
um teste in vivo para dano cromossémico em células hematopoiéticas de roedores; a opgao 2
consiste em um ensaio de AMES e um teste in vivo de genotoxicidade em dois tecidos diferentes

(FROTSCHL, 2015; PFUHLER et al., 2010).

Dos métodos alternativos existentes para avaliagdo da genotoxicidade, apenas o teste do

micronucleo in vitro em células de mamiferos € reconhecido pela OECD. Nesse teste, 0s
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micronucleos sdo detectados no citoplasma de células interfasicas. Os micronucleos podem ter
origem nos fragmentos de cromossomos acéntricos (sem centrdomero, efeito clastogénico), ou
de cromossomos inteiros que sao incapazes de migrar para os polos durante a anafase da divisdo
celular (efeito aneugénico). O teste do micronlcleo € capaz de detectar substancias com
atividades clastogénicas e aneugénicas em células que sofreram diviséo celular durante ou apds

a exposicdo a substancia (OECD TG 487, 2016).

Na pratica, o dano ao DNA recorrente da ruptura de sua cadeia é medido pelo ensaio do
cometa, cujo principio baseia-se na formagdo de uma cauda no nucledide (cometa) em
decorréncia da quebra das fitas do DNA apds submissdo a uma eletroforese em gel de agarose.
E um teste de eletroforese de célula Unica que detecta danos a0 DNA expressos como quebra

de fita simples e fitas duplas (FROTSCHL, 2015).

Muitas publicacdes de ensaios de validacdo do teste do cometa estdo disponiveis
atualmente. O Comité de Coordenacdo Interinstitucional sobre Validacdo de Métodos
Alternativos (ICCVAM) juntamente com o Centro Europeu de Validacdo de Métodos
Alternativos (ECVAM), mostraram que 0s ensaios do cometa in vivo utilizando protocolos
padrdo internacionalmente recomendados apresentam resultados confiaveis, reprodutivos e
fornecem uma base sélida para a OECD elaborar diretrizes técnicas (EFSA, 2012; FDA, 2012,

FROTSCHL, 2015; VASQUEZ, 2012).

Em 2014, a OECD reconheceu o ensaio do cometa alcalino in vivo em células de
mamiferos como um método validado para detectar genotoxicidade de substancias quimicas.
Contudo, ele inclui a utilizagdo de roedores nos ensaios e ndo é um teste totalmente in vitro.
Com isso, a melhoria dos atuais métodos de ensaio de genotoxicidade in vitro oferece apoio a

utilizacdo de uma estratégia de ensaios alternativos ao uso de animais (OECD TG 489, 2014).
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A natureza dindmica do epigenoma e sua responsividade as multiplas vias de sinalizacao
celular, sugere que ela é potencialmente vulneravel aos efeitos de xenobioticos, ndo apenas
durante o periodo critico de desenvolvimento, mas também ao longo da vida. Estudos
evidenciam que os agentes ndo genotoxicos podem afetar a funcdo dos genes através de
mecanismos epigenéticos de forma estavel e a longo prazo com consequéncias que podem ser
indistinguiveis dos efeitos dos danos fisicos ao DNA. Esses efeitos podem ser transmitidos
geneticamente, justificando a necessidade da utilizacdo de testes para avaliar a seguranca de
xenobidticos por mecanismos nao-genotoxicos (ANWAY et al., 2005; FERREIRA et al.,

2011).

O ensaio do cometa pode ser facilmente adaptado para a medicdo da metilagcdo global
do DNA. Este processo nao € apenas importante para manter a estabilidade do genoma, mas
também desempenha um papel importante na regulacdo genética. A metilacdo do DNA é um
evento epigenético que envolve a modificacdo quimica do DNA onde a sequéncia do DNA néo

é alterada (BIRD, 2002; NAGANDSMERDON, 2009).

O epigenoma consiste na cromatina e suas modificacdes, bem como uma modificacdo
covalente pela metilacdo de anéis de citosina encontrados na sequéncia dinucleotidica CG.
Estudos de metilacdo tém surgido como um importante campo de pesquisa em muitas doencas,
se nao todas, uma vez que a alteracdo do padrdo de metilacdo do DNA pode modificar

dramaticamente a transcri¢do génica (OLIVEIRA et al., 2010).

A metilagédo do DNA consiste em uma modificagdo covalente de um grupamento metil
(CHa) que é transferido as S-adenosilmetionina para o carbono 5 de uma citosina (5-MeC) que
geralmente precede uma guanina (CpG), pela acdo uma familia de enzinas denominadas DNA
metiltransferases (DNMT). Os residuos de CpG aparecem espalhados pelos genomas eucariotos

ou agrupados em ilhas (ilhas com cerca de 200 pares de bases no DNA com cerca de 60% de
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dinucleotideos CpG). A maioria dos dinucleotideos CpG espalhados esta metilada, ao contrario
das ilhas CpG que encontram-se desmetiladas. Essas ilhas normalmente séo regides promotoras
de alguns genes, incluindo genes de reparo, silenciadores oncogénicos, genes envolvidos no
controle da proliferacdo celular, diferenciacdo e desenvolvimento normal, bem como na
impressdo parentérica, inativagdo cromossdmica X e preservacao da integridade cromossoémica
por silenciamento de transposons e elementos repetitivos (MORGAN et al., 2004,

STEFANSKA; VINKEN; SZYF, 2012; SZYF, 2007).

Alteracbes no padrdo de metilacdo podem levar a perda da funcdo de um gene e ser
muito mais frequente que a mutacéo genética. A adi¢do do radical metil pode inibir a transcricdo
génica por impedir a ligacdo de fatores de transcricdo nessas regides. Em contrapartida, a
desmetilacdo leva ao aumento de transcri¢do génica. Estudos indicam que alguns xenobioticos
podem interferir nas enzimas de metilacdo interrompendo a organogénese normal e a
especificidade do tecido. Essa influéncia pode ter resultados teratogénicos ao direcionar
mecanismos cruciais ou efeitos moduladores da metilacdo do DNA indetectaveis por um longo
periodo. Isso reforca ainda mais a necessidade de estudos que possam evidenciar alteracées no
DNA decorrentes da metilacdo (DOLINOY, JIRTLE & CAROLINA, 2008; SOUBRY et al.,

2013, 2015; STEFANSKA, VINKEN & SZYF, 2012).

Alguns estudos epigenéticos com abordagem farmacoldgica mostram que algumas
substancias podem alterar o padrdo de metilacdo aberrante. Como exemplo, as substancias 5-
azacitidina e decitabina ja aprovados pelo FDA séo dois agentes desmetilantes (inibidores da
enzima de metilagdo) utilizados em ensaios clinicos tanto de leucemias quanto de tumores
solidos. E evidente a relacdo da metilagdo com o cancer, contudo é crescente o interesse desse
evento associado a outras doengas ou distdrbios (CHUANG et al., 2005; LYKO; BROWN,

2005; MEJOS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2010; SOUBRY et al., 2013, 2015).
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2.3 Métodos alternativos ao uso de animais em experimentagao

Um conjunto de ensaios in vitro é sugerido pela ANVISA em substituicdo ao uso de
animais de laboratorios como métodos alternativos para avaliar a seguranga de medicamentos
e cosmeticos. No Brasil, a responsabilidade de monitorar e avaliar a introducdo dos testes
alternativos que substituam os animais em atividade de ensino e pesquisa ¢ do CONCEA. No
ano de 2014, este reconheceu dezessete métodos alternativos validados para analise
toxicologica desses produtos farmacéuticos (Tabela 1). Todos os métodos contemplam
protocolos publicados nas diretrizes para testes de quimicos da Organizacao para a Cooperacdo

e Desenvolvimento Econdémico (CONCEA, 2015; OECD, 2015).

Tabela 1 — Métodos alternativos ao uso de animais reconhecidos pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal em 2014. Adaptado de CONCEA (2015).

Desfecho a ser

Meétodo alternativo reconhecido pelo CONCEA em

avaliado 2014 Protocolo
Corrosa? dérmica in vitro: Teste de resisténcia elétrica OECD 430
transcutanea
Irritagéio e corroso Corrosédo ’dermlca in vitro: Teste da epiderme humana OECD 431
reconstruida
Teste de barreira de membrana in vitro OECD 435
Teste de irritagdo cuténea in vitro. OECD 439
Irritagéio e corroso Teste de permfaabilidade e o!oacidade de cdrnea bovina OECD 437
ocular Teste de olho isolado de galinha OECD 438
Teste de permeacéo de fluoresceina OECD 460
Sensibilizagéo Sensibilizagdo cutanea: Ensaio do linfonodo local OECD 429
cuténea Versdes ndo radioativas do Ensaio do linfonodo local OECD 442A e 442B
Toxicidade aguda oral — Procedimento de doses fixas OECD 420
Toxicidade aguda oral — Classe téxica aguda OECD 423
Toxicidade aguda | Toxicidade aguda oral — Procedimento “Up and Down” OECD 425
Estimativa da dose inicial para teste de toxicidade aguda OECD 129
oral sistémica
Genotoxicidade Teste do microndcleo em célula de mamifero in vitro OECD 487
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Os métodos alternativos reconhecidos sdo validados por centros internacionais de
validacao conforme guias da Organizagédo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico e
destinam-se a substituicdo total, parcial ou reducdo do uso de animais. Sendo assim, a
abrangéncia de cada método deve ser respeitada conforme especificagdes. O CONCEA
estabeleceu ainda o prazo de cinco anos, contados a partir de 2014, como limite para a

substituicdo obrigatdria do metodo original com animais pelo método alternativo (CONCEA,
2015).

Com o intuito de auxiliar e incentivar os pesquisadores e instituicbes a desenvolverem
e validarem os ensaios alternativos, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI)
estabeleceu a Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA) através da Portaria N° 491,
de 03 de julho de 2012. A criagdo da rede tem por objetivo: estimular a implantacdo dos ensaios
alternativos, monitorar periodicamente os laboratorios, promover a qualidade dos testes,
incentivar a implementacdo do sistema de qualidade e das boas préaticas de laboratorio e
contribuir para o desenvolvimento, validacdo e certificacdo de novos métodos alternativos ao

uso de animais em experimentacdo (MCTI, 2012).

Um dos métodos utilizados como alternativa ao uso de animais € a cultura de tecidos,
células ou organismos inferiores. Estes testes incluem diversos tipos de culturas celulares (pele,
tumores, figado, mama, dentre outros) e sdo capazes de avaliar citotoxicidade de substancias,
mecanismos de agdo celular, genotoxicidade, dentre outros. Atualmente, 0 método mais
utilizado em pesquisa cientifica é a cultura em monocamada ou bidimensional. Contudo, novos
métodos vém surgindo com o intuito de se aproximar mais ainda do que ocorre in vivo. Um
exemplo, é a pele artificial ou equivalente epidérmico/dérmico ou pele humana reconstruida

desenvolvida em cultura tridimensional (PADRON et al., 2000; RIVERA, 2001).
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2.4 Pele humana reconstruida

In vivo, as células que comp&em os tecidos e 6rgaos desenvolvem-se e multiplicam-se
em uma estrutura tridimensional. Com isso, o desenvolvimento de modelos de pele humana
reconstruida in vitro torna-se um importante meio para mimetizar o microambiente de tecidos
vivos. Desde 1970, diversos modelos vém surgindo com uma variedade de aplicacdes. As peles
atualmente disponiveis podem ser categorizadas em trés grupos: aquelas que substituem a
camada epidérmica apenas, aquelas que fornecem um substituto dérmico, e um pequeno nimero
que fornecem ambas (DESHMUKH et al., 2012; KOJIMA et al., 2014; MACNEIL, 2007,

OECD, 2000, 2015).

Os substitutos de pele humana podem ainda ser classificados segundo sua composicao
e estrutura em trés classes: I, Il e Ill. A classe | inclui peles temporarias e com materiais
impermeaveis destinada aos estudos de fungdo barreira contra bactérias e perda de &gua
(Opsite®, Hydrofilm®, Nexfill®, Transcyte®). A classe Il inclui peles simples que mimetizam
somente a epiderme (Epidex®) ou a derme (OASIS Wound Matrix®, Matriderm®, PriMatriz®,
Alloderm®). A classe 111 inclui peles complexas (enxertos de pele, Integra®, Biobrane®, Orcel®,
Apligraft®)) constituidas de uma camada epidérmica de queratindcitos humanos cultivados
sobre uma camada dérmica de fibroblastos embebidos em coldgeno (BALASUBRAMANI;

KUMAR; BABU, 2001; FERREIRA et al., 2011).

Os fibroblastos tém um papel muito importante no desenvolvimento da pele
tridimensional. Eles, estimulam a proliferacdo dos queratindcitos e produzem fatores de
crescimento chaves para inducdo da diferenciacdo epidérmica. Assim, as peles que apresentam
fibroblastos fisiologicamente ativados obtém um microambiente adequado para regeneragédo

epidérmica e morfogénese 6timas (BOEHNKE et al., 2007; GREEN & YAMADA, 2007).
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Um ponto a ser considerado no desenvolvimento de uma pele artificial in vitro, é a
contracdo do colageno na presenca dos fibroblastos em virtude do longo periodo que a pele leva
para ser formada, em torno de 11 dias. A contracdo do colageno depende da quantidade de
fibroblastos e do tempo de cultivo. E decorrente da reorganizacdo do tecido durante sua

formacédo (GRINNELL, 2000).

A células quando cultivadas in vitro, sdo mantidas em meios de cultura ricos em
nutrientes capazes de permitir seu desenvolvimento. Na montagem da pele artificial ndo é
diferente, para que haja a formacdo completa da pele, o meio de cultura é suplementado com
diversos aditivos, incluindo soro fetal bovino, vitaminas, minerais, horménios e fatores de

crescimento como mostrado na Tabela 2 (BOUWSTRA et al., 2008; FRANKART et al., 2012).

Tabela 2 — Fatores de crescimento utilizados como aditivos para formagéo da pele artificial in vitro. Adaptado de

(PEDROSA, 2016).

CLASSIFICACAO SUBSTANCIA

FUNCAO

REFERENCIA

Epidermal Promove mitose, acelera a migragdo dos (HASSKARL, 2006;
growth fator  queratinécitos e sua adesdo aos componentes WOODLEY, WYNN &
(EGF) da membrana e induz contragéo. KEEFE, 1990)

Transformin . A .
g Funcéo similar ao EGF, mas é mitdgeno mais (ABDEL-NASER et al.,
growth fator-a ofente 2005)
(TNF-0) P
Keratinocyte . . . -

. Growth Factor Promove a proliferacdo e diferenciacdo dos (KORIA; ANDREADIS,
PROTE!NAS E queratindcitos 2007)
HORMONIOS (KGF)

. Augxilia no metabolismo lipidico e da glicose, ~ (BAE: PARK; KIM, 2014;
Insulina x N . KEENAN, PEARSON &
captacdo de aminodcidos, sintese de DNA CLYNES, 2006)
Auxilia no transporte de ferro, na reducéo nos (KEENAN, PEARSON &
. niveis toxicos de Espécies Reativas de CLYNES, 2006;
Transferrina - )
Oxigénio que podem ser gerados pelo ferro MAINZER et al, 2014;
proteico ndo-ligado VALl CEL, AN
Hidrocortisona  Promove a proliferacéo dos queratindcitos (TAKAGI et al., 2011)
AMPC OU Toxina
MODIFICADORES colérical Promovem o crescimento e aumentam o (HOLBROOK &
DOS NIVEIS DE tamanho das colonias e induzem diferenciacéo HENNINGS, 1983)
Isoprotenerol
AMPC
Acido Induz a secrec¢do e organizacdo da matriz (AUXENFANS et al.,
VITAMINA Ascérbico extracelular (MEC) do estrato cérneo e 2009; PASONEN-
melhora a funcio barreira da epiderme SEPPANEN et al., 2001)
Soro Fetal Estimula a diferenciacdo de células e
SORO . e o (LAMB; AMBLER, 2013)
Bovino (SFB) estratificagdo
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A aplicacdo de peles humanas reconstruidas é muito diversificada e envolve a area
farmacéutica, quimica, cosmética, toxicoldgica, dentre outras. O Centro Europeu para
Validagéo de Métodos Alternativos aos Testes em Animais (European Centre for the Validation
of Alternative Methods to Animal Testing - ECV AM) aprovou os modelos de pele humana
reconstruida como cientificamente validos e sdo aceitos para prever corrosao da pele, irritacéo
e permeacdo cutanea. Estudos vem sendo realizados e, em breve, serdo validados para prever
genotoxicidade, sensibilizacao cutanea e fototoxicidade da pele a substancias (DESHMUKH et

al., 2012; KOJIMA et al., 2014; OECD, 2015).

Entre os métodos alternativos in vitro validados propostos recentemente, aqueles que
usam pele humana reconstruida constituem uma abordagem promissora para esses tipos de
ensaios, uma vez que, além de mimetizar o local da aplicacdo do produto, permitem a aplicacédo
topica e a avaliacdo de algumas reacdes clinicas. O uso de pele humana reconstruida, permite a
aplicacdo topica de substancias com problemas de solubilidade e estabilidade quimica em
solucdo aquosa, umas das principais limitacbes de muitos métodos in vitro baseados na

utilizacdo de culturas submersas (GIBBS et al., 2013; ROGUETE et al., 2000).

2.5 Necessidade do desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais em

experimentacao utilizando pele humana reconstruida

A substituicdo dos testes em animais tem sustentacéo na politica dos 3R’s, refinamento,
reducdo e substituicdo (do inglés refinement, reduction e replacement), proposto por William
Russel e Rex Bursh em 1959 no livro Principles of Humane Experimental Technique. O termo
refinamento tem sido empregado com o intuito de modificar algum procedimento animal

objetivando diminuir a dor e o estresse animal e, assim, garantir as melhores condic¢des para 0s
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animais. A concepcdo de reducdo visa a utilizador do menor nimero possivel de animais para
obter o mesmo resultado ou maximizacdo da informacdo obtida por animal. Por fim, o termo
substituicdo relaciona-se a utilizacdo de métodos alternativos, como obtencdo de células,
tecidos ou organismos, para estudos in vitro ao inves do sacrificio de animais (BRASIL, 2012;

RUSSELL; BURCH, 1959).

Ratos, camundongos e coelhos estdo entre as espécies animais mais utilizadas para
avaliacdo da toxicidade de medicamentos e cosméticos. As vantagens da utilizacdo desses
animais incluem o pequeno tamanho, manuseio simples e custo relativamente baixo. Contudo,
existem diferencas entre a organizacao estrutural da pele do camundongo, pele murina que mais

se assemelha com a humana, e a humana (BROHEM et al., 2011).

Em comparacdo a pele humana, uma das grandes diferencas da pele murina é a alta
densidade de foliculos pilosos presentes. Além disso, a derme do murino adulto € fina e a
epiderme apresenta apenas 3 camadas, com uma alta taxa de rotatividade, enquanto a derme
humana é bastante espessa e a epiderme geralmente apresenta 6-10 camadas de espessura (como
mostrado na Figura 6). Os melandcitos dos murinos residem proximos aos foliculos pilosos,
enguanto os da pele humana sdo encontrados na membrana basal (BROHEM et al., 2011;

GODIN & TOUITOU, 2007).
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Pele murina Pele humana

Figura 6 — Microscopia Optica evidenciando as diferencas entre a pele murina e a pele humana. Enquanto a derme
murina € menos espessa € a derme é composta basicamente de trés camadas, a pele humana é mais espessa e a
derme é constituida de 6 a 10 camadas de espessura. Colora¢do Hematoxilina-Eosina. Aumento 60x. Adaptado de
Brohem et al. (2011).
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Em termos funcionais, estudos demonstram que as peles dos murinos ndo sdo capazes
de mimetizar a formacdo dos queloides como em humanos, em vez disso, feridas foram
encontradas na pele animal com auséncia da proliferacdo aumentada de fibroblastos, o que
difere da pele humana com queloides. A funcédo do epitélio também ¢ diferente, a pele do rato
e do camundongo possui menor funcdo barreira a agua e absor¢do percutanea aumentada,
limitando os estudos de farmacos com administracdo topica (GODIN & TOUITOU, 2007;

MENON, 2002).

As culturas em monocamada ou bidimensional apresentam estruturas de sinalizacéo e
adesdo que podem representar estagios exagerados de situacBes dinamicas in vivo.
Consequentemente, as células podem reagir de forma diferente a perturbacdes externas quando
esse modelo é usado como uma ferramenta para testar respostas de farmacos ou uma funcéo
bioldgica. A utilizacdo de microambientes tridimensionais, como € o caso das pele artificiais,
pode poupar tempo e custos a longo prazo ao modelar com mais precisao respostas biologicas

que poderiam ocorrer in vivo (GREEN & YAMADA, 2007).

Estudos demonstram que a matriz extracelular tridimensional e seus receptores podem
promover a polaridade e diferenciacdo epiteliais normais, fenémeno correlacionado com a
natureza tridimensional da pele in vivo em que quase todas as células sdo cercadas por matriz
extracelular. Além disso, as células cultivadas em ambientes tridimensionais (fibroblastos e
gueratindcitos) apresentam morfologias mais proximas do tecido humano in vivo em
comparagdo ao modelo convencional de cultivo em monocamada em estrutura bidimensional,

2D (BIRGERSDOTTER, SANDBERG & ERNBERG, 2005; WITTE & JOHN, 2005).

Em relacdo a avaliacdo da genotoxicidade, estudos de validacdo do teste do microndcleo
em peles reconstruidas estdo sendo realizados. Contudo, como essas peles sdo construidas com

células primarias que proliferam, as condi¢fes de armazenamento durante o transporte podem
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afetar a qualidade dos modelos e a consisténcia dos resultados. Um atraso de um dia, por
exemplo, pode comprometer os modelos e também leva a incapacidade de completar o ensaio
durante uma semana normal de trabalho (AARDEMA et al., 2010; CURREN et al., 2006;

DAHL et al., 2011; MUN et al., 2009).

Poucos sdo os estudos envolvendo o desenvolvimento de modelos de pele humana
reconstruida in vitro utilizando totalmente células de cultura permanente. Além disso, apesar
de existirem diversos modelos de pele artificiais disponiveis comercialmente, eles sdo
protegidos por patente, seus métodos de producao sao secretos e a regulamentacao de alguns
paises pode impedir sua importacdo. No Brasil, por exemplo, a regulamentacdo de importacao
de tecidos vivos € muito rigorosa e impede a disponibilidade e uso desses tecidos visto que
todos possuem um tempo de vida util. Sendo assim, muitas das peles disponiveis
comercialmente sdo caras e inviabiliza sua utilizacdo em laboratorios académicos e privados de

paises em desenvolvimento (REIJNDERS et al., 2015; WEVER et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um modelo de pele humana reconstruida in vitro utilizando linhagens
celulares permanentes e testar suas aplicabilidades para ensaios de citotoxicidade e

genotoxicidade.

3.2 Objetivos Especificos

Desenvolver peles humanas in vitro constituidas de camadas epidérmica e dérmica

utilizando linhagens celulares de fibroblastos e queratindcitos permanentes;

— Avaliar a qualidade morfoldgica e estrutural da pele humana reconstruida;

— Analisar a aplicabilidade da pele reconstruida para modelos de avaliacdo de
citotoxicidade comparando com as peles comerciais atualmente disponiveis e validadas;

— Avaliar a aplicabilidade da pele reconstruida quanto a identificacdo do potencial
genotdxico de substancias comparando com as peles comerciais atualmente disponiveis

e validadas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Estudo experimental in vitro.

4.2 Desenho experimental

Todas as atividades foram desenvolvidas conforme fluxograma abaixo e realizados no
Laboratorio de Cultura de Células do Laboratorio de Atividade Biologica (BIOPHAR) da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Cultivo das células
Fibroblasto humano (MRC5) e Queratindcito humano (HaCat)

Geracao e padronizacao do modelo de pele humana reconstruida in vitro
PHR-UFAM

Controle de qualdiade do modelo de pele humana reconstruida in vitro
PHR-UFAM

Anélise morfoldgica e estrutural da pele por imunohistoquimica
Viabilidade com o controle negativo
Teste da fungéo barreira

Ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade

Ensaio de
citotoxicidade

Genotoxicidade

Ensaio do microntcleo

Cometa em pH alcalino e
neutro

—  Cometa de metilago

Figura 7 - Fluxograma de atividades desenvolvidas.
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4.3 Cultura celular

Culturas celulares permanentes de fibroblasto humano (MRC5) e queratinécitos
humanos (HaCat) foram cultivadas para compor a pele humana reconstruida aqui denominada
PHR-UFAM. Todas as linhagens utilizadas foram obtidas do banco de células do Laboratorio
de Atividade Biologica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do

Amazonas.

Os fibroblastos foram cultivados em garrafas estéreis de cultura celular e 0s
queratindcitos em placas de Petri estéreis para cultura celular revestidas com colageno do tipo

IV a fim de favorecer o crescimento e morfologia proprios dessas células.

O meio de cultura utilizado foi 0 Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM), contendo
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibidtico Penicilina/Estreptomicina, e as células
foram mantidas em incubadora com atmosfera umidificada a 37°C com injecao de 5% de CO..
Utilizou-se para observacdo do crescimento celular a cada 24 horas um microscopio éptico

invertido (Zeiss).

Para a manutencdo da PHR-UFAM, o meio de cultivo da pele (MCPele) foi preparado
de acordo com Brohem et al. (2011) e Maas-Szabowski, Starker & Fusenig (2003) com
modifica¢bes, contendo o0 meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) e mistura
comercial de nutrientes HAM-F12, acrescido de Toxina colérica (1 uM), Insulina (5 mg/mL),
Apo-transferrina (5 mg/mL), Hidrocortisona-21 (0,1 mg/mL), Epidermal Growth Factor (2

pg/mL) e Transforming growth fator-a (TGF-a, 100 pg/mL).
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4.4 Geracdo da pele humana reconstruida (PHR-UFAM)

A montagem da PHR-UFAM foi realizada de acordo com Boelsma et al. (2000) e Maria
& Wada (1997) com modificacdes. Para reconstrucdo da derme os fibroblastos MRC5 (15x10*
células) foram ressuspendidos em mistura de colageno tipo I Corning® (650 pL), SFB (50 uL),
tamp@o de reconstituicdo 10X (NaOH 0,05 M, NaHCO3 2,2%, HEPES 200 mM — 100 pL) e
mistura de nutrientes HAM-F12 10X (100 pL) por pele. Em seguida, essa mistura foi
transferida para uma placa de 12 po¢os contendo insertos com membrana de poro 0,4 pm

(Corning®).

Apds o processo de gelificacdo do colageno em estufa a 37°C com injecdo de 5% de
CO; durante 30 minutos e estabilizacdo do pH, os queratinécitos (50x10* células) foram
plagueados em cima da derme para reconstrucao da epiderme. As células foram mantidas por
24 horas submersas em meio de cultivo DMEM para adesdo dos queratindcitos sobre a derme
e na parte externa do inserto foi adicionado meio de cultivo MCPele. Em seguida, o meio de
cultivo DMEM foi retirado do interior do inserto para permitir a interface ar-liquido e o meio
de cultivo MCPele foi mantido na parte externa. A pele foi mantida por 15 dias em estufa a
37°C com injecédo de 5% de CO> para diferenciacdo dos queratindcitos da epiderme e a troca de

meio da parte externa ao inserto foi feita a cada dois dias.

4.5 Condicdes para padroniza¢éo da PHR-UFAM

Durante o processo de padronizagdo do modelo, a influéncia da adicdo de Soro Fetal
Bovino e Keratinocyte Growth Factor (KGF) foram analisados no meio de cultivo MCPele para

formacgéo da epiderme e derme. Para isso as seguintes condigdes foram montadas:
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— Condicdo 1: Pele com Soro Fetal Bovino e com KGF;
— Condicdo 2: Pele sem Soro Fetal Bovino e com KGF;
— Condigéo 3: Pele com Soro Fetal Bovino e sem KGF;

— Condicdo 4: Pele sem Soro Fetal Bovino e sem KGF.

Inserto

Queratinécito

—) Camada epidérmica
—) Camada Dérmica

Coldgeno |

Fibroblasto

Meio de cultivo suplementado
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Figura 8 — Esquema representativo das condigdes de cultivo para padronizacéo da pele humana reconstruida in
vitro PHR-UFAM.

4.6 Controle de qualidade da PHR-UFAM

4.6.1 Morfologia e imunohistoquimica

As amostras das peles reconstruidas foram fixadas em formol a 10%, desidratadas e

embebidas em parafina. As laminas contendo cortes de 3 pum de espessura foram coradas com
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hematoxilina-eosina e picrosirius para avaliagdo morfoldgica e estrutural da pele. As reacoes
de imunohistoquimica foram realizadas em cortes histologicos de 3 um de espessura, dispostos
em laminas microscépicas silanizadas, a partir de blocos parafinados, utilizando o sistema

automatizado BENCHMARK XT IHC/ISH VENTANA (ROCHE).

A recuperacao antigénica dos espécimes foi realizada com solugdo EZ prep.(ROCHE®)
com tempo de incubacdo de 30 minutos. O complexo SABC (estreptoavidina/biotina/
imunoperoxidase) indireta foi revelado através da técnica de deteccdo pelo sistema XT
Ultraview DAB (cromdgemo diaminobenzidina). Apos a revelacdo, as laminas foram contra-
coradas com hematoxilina de Harris. Foram utilizados controles positivos externos da reacéo,
porém, individuais em cada ldmina. Os anticorpos utilizados foram Anti-citoqueratinas CKpool

(U16) para analisar a camada epidérmica e Anti-vimentina (U999) para analisar a derme.

As imagens foram obtidas por microscopia oOptica e analisadas utilizando o Imaging
Software NIS-Elements 4.30.01 (Nikon Instruments, Melville, NY) (PENNACCHI, ARAU &

FAGUNDES, 2015).

Apds analise dos resultados morfoldgicos e da imunohistoquimica, a pele reconstruida
com melhor organizacdo estrutural em termos da constitui¢cdo e maior nimero de camadas de
células da epiderme e estrutura dérmica confirmada pelos imunomarcadores foi selecionada

para 0s ensaios posteriores.

4.6.2 Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com o guia OECD 439 utilizando
0 ensaio de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazoliobrometo). Para validagdo do

modelo o teste foi realizado com tampéo fosfato salina (PBS) como controle negativo. As peles
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reconstruidas foram expostas e incubadas com 300 pl de MTT (1 mg/mL) a 37°C em estufa
com CO2 a 5%. Apds 10 horas de incubagéo, o excesso de MTT foi removido e o tecido lavado
com PBS. Os sais de formazan reduzidos foram diluidos em 500 pL de isopropanol overnight.
Em seguida, 200 pL da solucéo de extracdo foram transferidos para uma placa de 96 pogos e a
densidade dptica do corante purpura resultante foi medida em 570 nm utilizando um leitor de

placas ELISA (DTX 800 - Beckman Coulter).

Segundo o guia da OECD, o intervalo de aceitabilidade (limites superior e inferior) para
os valores das leituras do controle negativo é estabelecido pelo fornecedor/desenvolvedor do
modelo de pele. Os resultados da PHR-UFAM foram comparados com os valores fornecidos

das peles validadas e reconhecidas pela OECD TG 439 (2015).

4.6.3 Avaliacdo da funcéo barreira da PHR-UFAM — Tempo de Exposicdo 50 (ET50) e

Concentracéo de exposicdo 50 (EC50)

A avaliagcdo da fungdo barreira, bem como integridade dos tecidos, foi realizada
avaliando-se o0 tempo de exposicdo necessario que uma substancia quimica de referéncia
citotoxica leva para reduzir a viabilidade celular em 50% (ET50) e a concentracdo capaz de
reduzir a viabilidade celular em 50% (EC50), de acordo com o guia da OECD 439. As
propriedades de contencdo do modelo de pele devem evitar a passagem do material do estrato
corneo para a camada de células viaveis, e para isso, 0 modelo deve apresentar uma boa
modelagem de exposic¢do da pele. Como substancias de referéncia citotoxicas foram utilizadas
0 Triton X-100 1% por 0, 4, 8, 12 e 16 horas, e 0 Dodecil Sulfato de Sédio — SDS durante 18
horas nas concentrages 0; 0,625; 1,25; 2,5 e 5,0 mg/mL. A viabilidade celular foi avaliada pelo

método do MTT como descrito no item 4.6.2.



45

Os resultados da PHR-UFAM foram comparados com os valores fornecidos das peles

validadas e reconhecidas pela OECD TG 439 (2015).

4.7 Avaliacéo da genotoxicidade em modelo de pele reconstruida in vitro PHR-UFAM

4.7.1 Ensaio para deteccdo de micronucleos

O ensaio para deteccdo de microntcleos (MN) foi realizado como descrito por Curren
et al. (2006), Dahl et al. (2011) e Mun et al. (2009) com modifica¢bes. Como controle negativo
foi utilizado o meio de cultura contendo 3 pg/mL de citocalasina B (Cyto B) e o solvente
utilizado (acetona). Para determinar se as condicOes utilizadas para a cultura do tecido PHR-
UFAM foram suficientes para permitir a inducdo de MN, o agente indutor de micronucleos
Mitomicina C (1,5 e 3 pg/mL) foi testado no modelo como substéancia de referéncia conforme
preconizado pela OECD, com volume de aplicacdo tdpica de 10 pL/pele (OECD TG 487,

2016).

As amostras de peles PHR-UFAM foram tratadas com os controles negativo e positivo
por 24 horas e incubadas em estufa a 37°C com injecdo de 5% de CO.. Ao término do
tratamento, as amostras de pele foram equilibradas com meio de cultivo contendo Cyto B e uma
segunda dosagem dos controles durante 24 horas em estufa. Em seguida, as peles foram
transferidas para um tubo conico de 15 mL e submetidas a digestdo do coldgeno com solugéo
de colagenase (1 mg/mL) em PBS estéril durante 40 minutos em banho-maria a 37°C. Em
seguida, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para 3 microtubos para realizacéo da contagem
das células viaveis pelo método de excluséo por azul de tripan. Todas as amostras foram

centrifugadas durante 5 minutos a 1500 rpm com posterior descarte do sobrenadante para
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obtencdo de um concentrado de células. Aos microtubos foram adicionados 10 uL de uma

solucéo de azul de Tripan e realizada a contagem das células viaveis em cdmara de Neubauer.

Para preparacdo da suspensdo de células, 1 mL de uma solu¢do com KCI 0,075 M
aquecido a 37 °C foi adicionado cuidadosamente a base do tubo contendo o concentrado de
células sob agitagcdo suave. Apos alguns minutos, 3 mL da solucdo fixadora fria (metanol e
acido acético 3:1) armazenada a -15 a -25 °C foi adicionada lentamente ao tubo, seguido de
centrifugacdo durante 5 minutos a 1500 rpm. Apds retirada do sobrenadante, uma segunda
fixacdo foi realizada com 4 mL de uma solucdo de metanol/acido acético (99:1) para impedir a
formacédo de cristais na lamina, seguido de centrifugacdo e descarte do sobrenadante como o

processo de fixacdo anterior.

Uma gota da suspensao de células concentrada, aproximadamente 50 pL, foi depositada
e espalhada sobre uma lamina de microscopia. Duas laminas foram preparadas de cada tecido.
Apbs a secagem completa das laminas, elas foram imersas em solucdo de Laranja de Acridina
(40 ug/mL em PBS) durante 2 a 3 minutos, imediatamente enxaguadas 3 vezes com PBS e, em
seguida, colocadas para secagem novamente. As laminas coradas foram armazenadas no escuro

em 2-8 °C até a leitura dos micronucleos em microscopio de fluorescéncia.

Para leitura das laminas, uma gota de PBS foi colocada sobre a lamina corada e coberta
com laminula. A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia com filtro de excitacédo
de 470 nm e emissdo de 515 nm (GFP-L da Nikon). Foram contadas 500 células binucleadas
por lamina para determinar a frequéncia de micronucleos. Somente as amostras de PHR-UFAM
gue apresentaram porcentagem de viabilidade celular (determinada pela contagem em camara
de Neubauer com Azul de Tripan) maior ou igual a 40% foram incluidas para determinagéo da

frequéncia de micronucleos.
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Os critérios de Fenech et al. (2003) foram utilizados para selecionar células binucleadas
para a analise de micronucleos. A figura 8 mostra uma tipica célula binucleada corada com

Laranja de Acridina que apresenta os critérios de inclusao para contagem do microndcleo.

10 pm

Figura 9 — Imagem de fluorescéncia de uma célula binucleada corada com Laranja de Acridina positiva para
micronucleo. O micronucleo tipico é redondo, encontrado perto dos ndcleos principais, e corresponde a cor e
intensidade dos nucleos principais. Os dois nicleos celulares com aproximadamente 0 mesmo tamanho e
membrana citoplasmatica da célula intacta. Aumento 1000X. Fonte: a autora.

4.7.2 Ensaio do cometa em pH alcalino e neutro

Os ensaios do teste do cometa de célula unica em pH alcalino e pH neutro foram
realizados conforme metodologia descrita por (OECD TG 489, 2014; SINGH et al., 1988; TICE
et al., 2000) com modificacdes. As peles foram tratadas por 3 horas com o controle negativo
(meio de cultura) e controle positivo (etilmetanosulfonato), conforme determinado pela diretriz

ndmero 489 da OECD.

O EMS foi selecionado nesse ensaio para avaliagdo da genotoxicidade, conforme
preconizado no Guia da OECD 489, pelo fato de ser uma substancia de referéncia como controle
positivo capaz de induzir quebras de fitas de DNA em varios tecidos de interesse,
principalmente a pele, objeto desse estudo. As concentracdes teste do EMS foram estabelecidas

apos analise da viabilidade celular e ensaio do cometa em pH alcalino e neutro em cultura de
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monocamada de fibroblastos e queratindcitos. O volume de aplicacdo topica no modelo de pele

foi 10 pL/pele.

Ap0s a exposicao aos controles, as amostras de pele reconstruida foram transferidas para
um tubo conico de 15 mL e submetidas a digestdo do colageno com uma solucéao de colagenase

(1 mg/mL) em PBS estéril durante 30 minutos em banho-maria a 37°C.

Ap0s centrifugacdo durante 5 minutos a 1500 rpm e descarte do sobrenadante, 50 uL do
concentrado celular foi incorporado a uma solucéo de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP).
Em seguida, o conteudo foi transferido para laminas de microscopia previamente cobertas com
agarose de ponto de fusdo normal (NMP). Apoés solidificacdo em temperatura ambiente, as
laminas ficaram em uma solucdo de lise por no minimo 1 hora, para a desnaturacdo da parede
celular e nuclear, restando 0 DNA da célula. As laminas foram entdo removidas da solucdo de
lise e dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese preenchida com solucgéo de eletroforese

por 20 minutos para permitir o desempacotamento do DNA.

A eletroforese foi conduzida na auséncia de luz por 20 minutos, a 20 Volts e com
corrente de 300 mA. Posteriormente, as laminas foram dispostas em recipientes contendo
solucdo de neutralizacdo por 5 minutos, para neutralizacdo. Por fim, as laminas secas, foram
fixadas em etanol absoluto e armazenadas para posterior leitura. As laminas foram analisadas

em microscopio de fluorescéncia, utilizando 40 pL da solucdo de Syber Green (1:10000).

Foram contados 50 cometas por lamina (n=2 por exposi¢cdo em triplicata), sendo
classificados de acordo com a quantidade de DNA fragmentado na cauda do cometa, indicando
o0 grau de quebra do DNA (0 — sem dano, 1 — cauda menor que o didmetro do nucledide, 2 —
cauda do mesmo tamanho que o didmetro do nucledide, 3 — cauda maior que o diametro do

nucleoide, e 4 — cauda 2 ou mais vezes maior que o diametro do nucledide) como mostrado na
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figura 9. Os resultados foram expressos como indice de dano e frequéncia de dano usando os

seguintes calculos:

indice de Dano Total = 0 x (n° de cometas grau 0) + 1 x (n° de cometas grau 1) + 2 x (n° de

cometas grau 2) + 3 x (n° de cometas grau 3) + 4 x (n° de cometas grau 4)

Frequéncia de dano = 100 — (50 — n° de cometas do grau)* 100/50

Grau 0
Grau 1
Grau 2
Grau 3

Grau 4

Figura 10 — Classificacdo dos cometas segundo o tipo de dano ao DNA (grau 0 a grau 4) conforme tamanho da
fragmentagcdo do DNA (cauda do cometa). Onde grau O representa sem dano ao DNA e grau 4 maior dano ao
DNA. Coloracéo Syber Green. Fonte: a autora.

Os procedimentos para o ensaio do cometa em pH neutro foram iguais aos realizados
para o cometa alcalino, com excecdo da solucdo de eletroforese, a qual foi preparada com
Acetado de sddio e Tris—HCI, pH 8,5 e a corrida conduzida na auséncia de luz por 20 min, a
25 Volts ou corrente de 300 mA (OECD TG 489, 2014; WOJEWODZKA; BURACZEWSKA;

KRUSZEWSKI, 2002).
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4.7.3 Ensaio do cometa modificado para deteccdo de sitios de metilacdo no DNA

A diferenca de sensibilidade a metilacdo do DNA da endonuclease de restricdo Hpall
foi usada no ensaio do cometa modificado considerando-se que alto nivel de metilacdo dos
dinuocleotidios CpG resultam em aumento na quantidade de DNA na calda do cometa nos
nucleoides digeridos com Hpall. Teoricamente a porcentagem de cauda do DNA no caso do
tratamento com Hpall representa todos os sitios de CCGG metilados no DNA das células. O
dano ao DNA prioritario ao tratamento enzimatico representa a quantidade de DNA metilado
na amostra digerida (LEWIES et al., 2014; POGRIBNY; YI; JAMES, 1999; TRYNDYAK;

KOVALCHUK; POGRIBNY, 2006; WENTZEL et al., 2010).

O ensaio do cometa modificado foi realizado sob condic@es alcalinas conforme descrito
por Wentzel et al (2010). As peles foram expostas ao controle negativo (meio de cultivo) e ao
controle positivo 5-azacitidina em diferentes concentracbes determinadas pelo ensaio de
viabilidade por 24 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,. Em seguida, as amostras de pele
reconstruida foram transferidas para um tubo coénico de 15 mL e submetidas a digestdo do
colageno com uma solucéo de colagenase (1 mg/mL) em PBS estéril durante 30 minutos em
banho-maria a 37°C. Apo0s centrifugacdo durante 5 minutos a 1500 rpm e descarte do
sobrenadante, 50 pL do concentrado celular foi incorporado a uma solucéo de agarose de baixo
ponto de fusdo (LMP). As laminas ficaram em repouso para gelificacdo da agarose e, entao,
foram submergidas em solucdo de lise contendo 5 M de NaCl, 0,4 M de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), 10% de dimetil suféxido e 1% de Triton X-100 a 4° C por

16 horas para preparacao os nucledides.

Para assegurar as condicGes favoraveis a digestdo enzimética as laminas foram
colocadas em contato com tampéo 10 mM Tris-HCI, 10 mM de NaCl, 1 mM de mercaptoetanol

e 2 mM de EDTA por 10 minutos. A cada Id&mina foram adicionados 100 uL da enzima Hpall
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a 1,5 U/100 pL e coberta com laminula, seguido de incubacdo em camara Umida a 37° C por
uma hora. Apoés a incubacéo e remocéo das laminulas, as laminas foram colocadas na cuba de

eletroforese e cobertas com a solucdo de eletroforese (5 M NaOH e 0,4 M EDTA).

A corrida eletroforética ocorreu a 30 Volts e 300 mA por 45 minutos a 4° C, apds o qual
as laminas foram colocadas em solucéo de neutralizacéo (0,4 M Tris-HCI) com pH 7,5 por 15
minutos. Finalmente, os nucledides foram corados com Syber Green (1:10000) e lidos em

microscopio de fluorescéncia.

Foram contados 50 cometas por lamina (n=2 por exposicdo em triplicata), sendo
classificados de acordo com o padrdo de escores previamente definidos pelo tamanho e

intensidade da cauda. Os resultados foram expressos como frequéncia e indice de dano.

4.8 Analise estatistica dos resultados

Os resultados de todos os ensaios foram expressos como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes e analisados estatisticamente, usando o software GraphPad Prism
6. Os valores da EC50 e ET50 foram obtidos por regressao ndo-linear. Para o indice de dano
foi utilizado ANOVA oneway seguido do teste de Tukey (Multiple Comparison Test) e para a
frequéncia de dano ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttest. Foram considerados

estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05, frente aos controles.



52

5 RESULTADOS

5.1 Geracéo da pele humana reconstruida PHR-UFAM

Para geracdo da pele humana reconstruida, os queratindcitos de cultura permanente
foram plaqueados sobre colageno tipo 1V depositado sob uma matriz dérmica, composta de
fibroblastos de cultura permanente embebidos em colageno tipo I. A pele foi mantida sobre
membrana transwell em interface ar-liqguido por 15 dias com meio de cultivo MCPele
suplementado com diversos fatores de crescimento como Fator de Crescimento Epidérmico

(EGF), insulina, hidrocortisona, apo-transferrina e toxina colérica.

A influéncia do calcio e fator de crescimento epidérmico também foram estudados, e
ndo foram representados aqui em virtude da ndo obtencao de resultados satisfatorios e melhorias
significativas no desenvolvimento epidérmico. A quantidade de queratindcitos plaqueados
sobre a matriz dérmica foi analisada e 50 x 10* células/pele foram selecionadas para realizagéo

dos estudos posteriores.

Dentre todas as condigOes testadas, a condicdo que somava a retirada do Soro Fetal
Bovino (SFB) do meio de cultivo MCPele e do Fator de Crescimento de Queratindcitos (KGF)
foi a que apresentou melhor estrutura morfoldgica apresentando camada epidérmica com maior
quantidade e camadas de células a coloragcdo por hematoxilina e eosina, como mostrado na
Tabela 3. Sendo assim, esta condicao foi selecionada para a realiza¢do dos ensaios de controle
de qualidade, citotoxicidade e genotoxicidade. A coloragdo por picrosirius foi utilizada com
objetivo de detectar o coldgeno presente nas peles reconstruidas e todos os cortes histoldgicos

das condigdes testadas foram marcados com este corante, evidenciando a presenga de colageno.
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Tabela 3 - Coloracéo diferencial por Hematoxilina/Eosina e Picrocirius entre as condicfes testadas da PHR-
UFAM na auséncia (-) ou presenca (+) de Soro Fetal Bovino (SFB) e Fator de Crescimento de Queratindcitos

(KGF).
Condicao Hematoxilina/Eosina Picrocirius
SFB | KGF 200X 1000X 100X
Epiderme
v ) ‘ 2 "e’:
- + 3 s e ow <%
fs . < 3
e = Derme
- = [;'(

- Derme

5.2 Controle de qualidade da PHR-UFAM

5.2.1 Morfologia e imunohistoquimica

Segundo o Guia da OECD 439, a morfologia é um dos principais parametros de controle

de qualidade das peles reconstruidas. Os cortes histologicos da PHR-UFAM corados com

Hematoxilina e eosina evidenciam duas camadas principais, uma superior constituida de células
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dispostas em camadas com nucleos e citoplasmas bem definidos (queratindcitos da camada
epidérmica) apresentando discreta desorganizacdo, e uma camada inferior constituida de células
com nucleo bem corado (fibroblastos da matriz dérmica) embebidas em matriz de colageno
(Figura 11). Essa estrutura morfologica da PHR-UFAM assemelha-se a estrutura da pele
humana, bem como, as peles humanas reconstruidas in vitro disponiveis comercialmente e

validadas pela OECD, como representado na Figura 11.
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Figura 11 - Comparativo entre os cortes histolégicos da (A) epiderme e derme humana, (B) PHR-UFAM e os
modelos validados pelo Guia OECD 439 como métodos alternativos & pele humana (C) EpiSkin (D) EpiDermTM
Tissue Model, (E) SkinEthic™ RHE, (F) LabCyte EPI-MODEL e o modelo de epiderme desenvolvido pela
Universidade de S&o Paulo - USP (G) Epiderme-USP. Fontes: a. Brohem et al. (2011); b. A autora; c.
http://iivs.org/testing-services/assays/dermal/irritation-screening/; d, e, f. http://iivs.org/testing-
services/assays/dermal/irritation-screening/; g. Pedrosa (2016).

A fim de avaliar a expressdo de proteinas associadas a composi¢do da pele humana
reconstruida PHR-UFAM, foi realizado o ensaio de imunohistoquimica com o modelo de pele
selecionado no ensaio morfolégico por HE, a PHR-UFAM desenvolvida sem SFB e sem KGF.
Foram utilizados dois imunomarcadores: coquetel de anti-citoqueratinas (CKpool U16) e

anticorpos anti-vimentina (Vimentina U999).

O coquetel de anticorpos anti-citoqueratinas foi selecionado para marcar as

citoqueratinas presentes na camada epidérmica e que estdo associadas a diferenciacdo dos
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queratindcitos e 0s anticorpos anti-vimentina para marcar a proteina vimentina que auxilia na
identificacdo dos fibroblastos de origem mesenquimal, principal tipo celular encontrado na

derme.

Observa-se na Figura 12, a expressao de citoqueratina de forma continua e bem marcada
principalmente na parte superficial da PHR-UFAM na condicao selecionada sem SBF e KGF,
bem como, vimentina marcada fortemente na matriz dérmica. Sendo assim, a PHR-UFAM
apresentou positividade nos imunomarcadores de diferenciacdo de queratindcitos
(citoqueratinas) na camada superior do tecido e fibroblastos (vimentina) na matriz. A marcacao
das citoqueratinas indica uma possivel capacidade de diferenciacdo dos queratindcitos neste
modelo, mas sdo necessarias outras marcacfes mais especificas dos estratos epiteliais que

evidenciem com clareza sua diferenciacao.

Hematoxilina/Eosina CKpool (U16) Vimentina (U999)

Epiderme

Epiderme A T
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Figura 12- Coloracéo diferencial por Hematoxilina/Eosina e imunomarcacdo para coquetel de citoqueratinas
(CKpool U16) e vimentina (U999) da PHR-UFAM na auséncia de Soro Fetal Bovino (SFB) e Fator de Crescimento
de Queratinécitos (KGF). Aumento 20X.

5.2.2 Viabilidade celular do controle negativo

Para definicdo da densidade dptica (DO) para o controle negativo avaliou-se o resultado
obtido no MTT para a pele onde aplicou-se PBS topicamente. Os tecidos PHR-UFAM tratados

com PBS como controle negativo demonstraram estabilidade em cultura, uma vez que a
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viabilidade medida pelo ensaio de MTT foi constante ao longo dos ensaios realizados sem muita
variacdo entre as leituras. Tais resultados encontram-se em conformidade com o guia OECD
TG 439 como evidenciado na Tabela 4. O solvente de extracdo utilizado (isopropanol),
apresentou DO suficientemente baixa (< 0,05) em todos os testes realizados, enquanto que 0s
tecidos referentes ao controle negativo apresentaram valores de DO dentro da variabilidade
inferior e superior aceitavel para os modelos de referéncia validados descritos no guia da

OECD.
Tabela 4 — Valores de densidade 6ptica (DO) para o controle negativo em ensaio de MTT para o modelo de pele

humana reconstruida da UFAM (PHR-UFAM) e os modelos validados e descritos no Guia OECD 439, bem como
0 modelo de epiderme desenvolvido pela USP.

Modelo Menor limite aceitavel Maior limite aceitavel
PHR-UFAM >0,6 <0,8
EpiSkin™ >0,6 <1,5
EpiDerm™ Tissue Model >0,6 <15
SkinEthic™ RHE >0,8 <3,0
LabCyte EPI-MODEL >0,7 <2,5
Epiderme-USP > 0,6 <17

5.2.3 Avaliacdo da funcdo barreira da PHR-UFAM — Tempo de Exposicdo 50 (ET50) e

Concentracéo de exposicdo 50 (EC50)

A integridade e funcéo barreira da PHR-UFAM foi analisada com o intuito de avaliar a
viabilidade do tecido como preconizado pela OECD. A viabilidade do tecido foi medida pelo
ensaio do MTT empregando-se o tempo de Exposicéo 50 (ET50) e concentracdo de exposi¢do
50 (EC50). A EC50 é definida como a concentragdo necessaria para que o SDS reduza a
viabilidade celular em 50%, enquanto que o ET50 é definido como o tempo necessario para que

0 Triton X- 100 a 1% reduza a viabilidade celular em 50%. Na Figura 13 estdo representados



57

os valores de EC50 do SDS e ET50 do Triton X- 100 a 1% no modelo de pele reconstruida

PHR-UFAM.
A EC,, = 1.7a2,7 mg/mL B ET,,=526,2 horas
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Figura 13 — Avaliacdo da funcéo barreira do modelo de pele humana reconstruida da UFAM (PHR-UFAM). (A).
Curva de viabilidade da PHR-UFAM apo6s exposicdo a diferentes concentragdes de SDS (0; 0,31; 0,63; 1,25, 2,5
e 5 mg/mL) por 18 h. (B). Viabilidade da PHR-UFAM apos exposicéo a Triton X-100 1 % por diferentes periodos
(0; 4; 8; 12 e 16 h). Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.

Quando o intervalo obtido para a PHR-UFAM e o apresentado pelos modelos validados
pela OECD sdo comparados observa-se que o mesmo apresenta uma funcdo barreira
comparavel aos modelos comerciais validados (Tabela 5). A EC50 obtida variou entre 1,7 a 2,7
mg/mL estando dentro do intervalo apresentado pelos modelos de referéncia validados que vao
de 1 a4 mg/mL. Para a ET50 a variacdo obtida para a PHR-UFAM foi de 5 a 6,2 h, enquanto

que para os modelos de referéncia esse periodo variou de 4 a 10 h.

Tabela 5 — Comparacéo entre a funcdo barreira obtida para 0 modelo de equivalente de pele humana reconstruida
da UFAM (PHR-UFAM) e os modelos de pele validados segundo o guia OECD 439

ECso ETso
Modelo SDS (18 h de tratamento) |  Triton X-100 1%

PHR-UFAM 1,7 2,7 mg/mL 5-6,2h
EpiSkin™ 1-3 mg/mL -
EpiDerm™ Tissue Model - 4-8,7h
SkinEthic™ RHE - 4-10h
LabCyte EPI-MODEL 1,4 — 4 mg/mL -
Epiderme-USP 2,1 - 3,4 mg/mL 7,7-89h
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5.3 Avaliacao da genotoxicidade em modelo de pele reconstruida in vitro PHR-UFAM

5.3.1 Ensaio para deteccdo de micronucleos

A Ultima atualizacdo das diretrizes da OCDE para testes de genotoxicidade é de julho
de 2016 para o teste de deteccdo de microndcleo in vitro. Segundo a OECD TG 487 (2016), o
teste do micronucleo in vitro € capaz de fornecer uma base compreensiva para investigacdo de
potencial danos cromossdmicos durante a divisdo celular apds exposi¢do a substancias quimica.
Nesse intuito, a PHR-UFAM foi testada como plataforma potencial para estudos in vitro de
deteccdo de substancias com atividade clastogénica sem ativagdo metabdlica em células que
sofreram divisdo celular apds a exposicdo a Mitomicina C, substancia de referéncia como

controle positivo segundo o Guia da OECD TG 487 (2016).

O procedimento de dissociacdo enzimatica utilizando colagenase (1 mg/mL) foi
escolhido porque forneceu uma velocidade de dissociacdo tecidual razoavel (~ 40 min), ao
mesmo tempo em que forneceu o alto nivel de integridade celular necessario para determinacéao
microscopica efetiva de microndcleos, o qual preconiza que somente devem ser incluidos na

contagem os espécimes que obtiverem viabilidade celular acima de 40%.

O tratamento dos fibroblastos e queratindcitos em cultura de monocamada com meio de
cultura, acetona (veiculo) e Mitomicina C (1,5 e 3 pg/mL) nédo foi capaz de provocar acentuada
morte celular tanto em monocamada quanto no modelo de pele, as quais apresentaram
viabilidade celular superior a 80%, como evidenciado na Figura 14. A fim de assegurar a
viabilidade celular, as duas concentra¢fes da Mitomicina C (1,5 e 3 pg/mL) foram utilizadas

no tratamento da PHR-UFAM para contagem dos micronucleos.
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Figura 14 — Viabilidade celular de fibroblastos, queratinécitos e pele humana reconstruida PHR-UFAM sem
tratamento (meio) e tratados com acetona e Mitomicina C (MIT) pelo método de exclusdo por Azul de Tripan. (a).
Fotomicrografias de fibroblastos (MRC5) e queratinécitos (HACAT) sem tratamento (meio) e apds tratamento
com acetona e Mitomicina-C (1,5 e 3 ug/mL); (b). Gréafico representativo da viabilidade celular apds tratamento
de fibroblastos e queratindcitos sem tratamento (meio) e apés tratamento com acetona e Mitomicina C (1,5 e 3
pg/mL); (c). Gréfico representativo da viabilidade celular sem tratamento (meio) e apds tratamento com acetona
e Mitomicina C (1,5 e 3 pg/mL) da PHR-UFAM com aplicacdo topica de 10 plL/pele. Os tratamentos foram
realizados em regime de duas dosagens a cada 24 h, sendo a segunda com adi¢&o de citocalasina B. Os resultados

foram expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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O tratamento com citocalasina-B com medicdo das frequéncias relativas de células
mononucleadas e binucleadas é considerado um método preciso para quantificar o efeito sobre
a proliferacdo celular e a atividade citotoxica ou citostatica de um tratamento e garante que
apenas as células que se dividiram durante ou ap6s o tratamento sdo pontuadas
microscopicamente. A PHR-UFAM foi exposta ao veiculo (acetona) e Mitomicina C por
aplicacdo direta e a exposi¢do a Mitomicina C, nas duas concentracdes 1,5 e 3 pg/mL néo
induziram toxicidade como evidenciado pela falta de reducdo significativa no percentual de
células binucleadas que variou de 29,40 a 39,47 em todas as condi¢des de tratamento (Tabela

6 e Figura 15).

Tabela 6- Percentual de células mono/binucleadas e presenca de micronicleos apds tratamento de 24 horas com
Mitomicina C em fibroblasto humano (MRC5), queratinécito humano (Hacat) e PHR-UFAM. O percentual de
cada tratamento foi calculado a partir da contagem de 500 células em triplicata.

Tratamento Células Frequéncia de
binucleadas (%)  micronucleos (%)
Meio 33,13 0,84
Acetona 29,40 1,83
MRCS Mitomicina C 1,5 pg/mL 37,87 3,86
Mitomicina C 3 pg/mL 39,47 4,56
Meio 34,47 0,96
Acetona 36,00 0,55
HACAT Mitomicina C 1,5 pg/mL 30,00 5,13
Mitomicina C 3 pg/mL 29,47 6,16
Meio 36,87 0,56
Acetona 34,33 0,37
PHR-UFAM - Mitomicina C 1,5 ug/mL 37,53 3,03
Mitomicina C 3 pg/mL 34,33 3,51
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Figura 15 — Representacéo grafica do percentual de células mono e binucleadas apés tratamento de 24 horas com
Mitomicina C em fibroblastos humanos (MRCS5), queratinécitos humanos (HACAT) e PHR-UFAM nas
concentragdes de 1,5 e 3 pg/MI. Meio representa o controle ndo tratado, ACT o veiculo acetona e MIT a
mitomicina C. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
A Mitomicina C foi capaz de aumentar a frequéncia de micronucleos comparado ao
controle ndo tratado ap6s tratamento de 24 h em cultura de fibroblastos com 3,86% e 4,56% de
células micronucleadas, nas concentracdes de 1,5 pug/mL e 3 pg/mL, respectivamente. O
aumento significativo também foi observado no tratamento com Mitomicina C em

queratindcitos com 5,13% e 6,16% de células micronucleadas, nas concentragdes de 1,5 pg/mL

e 3 pg/mL, respectivamente (Figura 16).

Apos verificacdo da efetividade da Mitomicina C em aumentar a frequéncia de
micronlcleos em cultura de monocamada de fibroblastos e queratindcitos, utilizados na
montagem da pele humana reconstruida, a mesma foi utilizada no tratamento da PHR-UFAM.
Os resultados do tratamento no modelo de pele deste estudo evidenciaram que a Mitomicina C
foi capaz de aumentar significativamente a frequéncia de micronucleos em 3,03% e 3,51%
quando testada nas concentracfes 1,5 e 3 ug/mL, respectivamente, comparado ao controle ndo

tratado (0,56% de celulas micronucleadas) como representado na Figura 16.
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Figura 16 — Frequéncia de células micronucleadas apés tratamento de 24 horas com Mitomicina C em fibroblastos
humanos (MRC5), queratindcitos humanos (HACAT) e PHR-UFAM nas concentracdes de 1,5 e 3 pg/mL. Meio
representa o controle ndo tratado, ACT o veiculo acetona e MIT a Mitomicina C. Os resultados foram expressos
como média * desvio padréo de trés experimentos independentes. Considerou-se estatisticamente significativos os
resultados com ***p< 0,001, sendo comparados com o controle sem tratamento (meio).

5.3.2 Ensaio do cometa em pH alcalino e neutro

O procedimento de dissociacdo das células enzimaticas baseou-se no método como
descrito previamente para o ensaio de micronicleo com colagenase 1 mg/mL para o teste do
cometa em pH alcalino e neutro a fim de obter numero suficiente de células unicas com valores
aceitaveis de nucleoides em controles ndo tratados e apOs exposicdo de 3 horas com

etilmetanossulfonato (EMS).

No ensaio de citotoxicidade em monocamada, 0 EMS néo foi capaz de provocar a morte
das células ap6s 24 h de tratamento em fibroblastos e queratindcitos quando testado nas
concentragdes de 5 e 10 uM (porcentagem de viabilidade celular acima de 70% em fibroblastos

e queratindcitos).

A atividade genotoxica do EMS foi confirmada no ensaio do cometa alcalino apds

tratamento de fibroblastos em cultura de monocamada, com indices de dano iguaisa 82 e 112,3
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quando testado nas concentracdes de 5 e 10 UM, respectivamente, bem como em queratindcitos,
com indices de dano iguais a 123,3 e 130 quando testado nas concentragdes de 5 e 10 puM,
respectivamente. Adicionalmente, no cometa neutro o EMS apresentou indice de dano médio
de 71 e 129,3 em fibroblastos nas concentracdes de 5 e 10 uM, respectivamente, bem como,
72,7 e 123,3 em queratindcitos nas concentracdes de 5 e 10 UM, respectivamente. Esses dados

foram significativamente maiores que o controle ndo tratado (meio de cultura).

As fotomicrografias e os graficos do efeito do tratamento com Etilmetanossulfonato
(EMS) em fibroblastos, queratindcitos e PHR-UFAM na fragmentacdo do DNA pelo ensaio do

cometa estdo representados nas Figuras 17 (pH alcalino) e 18 (pH neutro).

O tratamento com EMS no modelo de pele humana reconstruida PHR-UFAM foi capaz
de desencadear genotoxicidade quando testado nas concentracdes de 5 e 10 UM tanto no ensaio
do cometa em pH alcalino (indices de dano iguais a 59,3 e 103,7, respectivamente) quanto no
ensaio em pH neutro (indices de dano iguais a 40,7 e 125, respectivamente). Os indices de dano
do tratamento com EMS na PHR-UFAM foram significativamente inferiores ao tratamento em
cultura de monocamada frente as linhagens de fibroblastos na concentracdo de 5 UM nas duas
versdes do cometa, bem como frente a queratindcitos humanos nas duas concentragdes testadas
de 5 e 10 M no ensaio do cometa em pH alcalino e na concentracdo de 5 uM na versao do

cometa em pH neutro.

No modelo PHR-UFAM, o EMS na concentracdo de 10 uM foi capaz de desencadear
mais danos ao DNA comparado a concentracdo de 5 pM nas duas versdes do cometa alcalino
e neutro, evidenciando que a concentracdo influencia na efetividade genotdxica do EMS no

modelo de pele.
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Figura 17 — Efeito do tratamento do Etilmetanossulfonato (EMS) em fibroblastos, queratinécitos e PHR-UFAM
na fragmentacdo do DNA pelo ensaio do cometa em pH alcalino. (A). Fotomicrografias do efeito do tratamento
do Etilmetanossulfonato (EMS) em pH alcalino. (B). indice de dano do tratamento do Etilmetanossulfonato (EMS)
em fibroblastos, queratinécitos e PHR-UFAM na fragmentagdo do DNA pelo ensaio do cometa em pH alcalino.
Para leitura das laminas, foram contados 50 cometas por l&mina em triplicata. Escala 100 uM. Meio: Sem
tratamento. Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com ***p< 0,001.
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Figura 18 — Efeito do tratamento do Etilmetanossulfonato (EMS) em fibroblastos, queratinécitos e PHR-UFAM
na fragmentacdo do DNA pelo ensaio do cometa em pH neutro. A: Fotomicrografias do efeito do tratamento do
Etilmetanossulfonato (EMS) em pH neutro. B: indice de dano do tratamento do Etilmetanossulfonato (EMS) em
fibroblastos, queratindcitos e PHR-UFAM na fragmentacdo do DNA pelo ensaio do cometa em pH neutro. Escala
100 uM. Meio: Sem tratamento. Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com ***p< 0,001.
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5.3.3 Ensaio do cometa modificado para deteccédo de sitios de metilagdo no DNA

Com o intuito de verificar a capacidade da PHR-UFAM em detectar alteracfes
epigenéticas na metilacdo do DNA, muitas vezes indetectaveis por um longo periodo de tempo
in vivo, utilizou-se neste trabalho o ensaio do cometa modificado para detectar o nivel global
de DNA metilado em células Unicas expostas a 5-azacitidina (agente desmetilante -inibidor da
enzima de metilacdo- utilizada em ensaios clinicos) e, posteriormente, tratadas com a enzima

de restricdo Hpall com sitio alvo na metilagdo dos nucleotideos CpG.

O procedimento de dissociacdo das células enzimaticas baseou-se no método como
descrito previamente para o ensaio de micronucleo e cometa em pH alcalino e neutro, com
colagenase 1 mg/mL, para o teste do cometa modificado, a fim de obter nimeros suficientes de
células unicas com valores aceitaveis de nucleoides, em controles ndo tratados e apds exposicdo

de 24 h com 5-azacitidina (5-AZA).

A fim de garantir a utilizacdo de concentracdes nao tdxicas de 5-azacitidina nos ensaios
do cometa modificado para metilacao, realizou-se o ensaio de viabilidade por exclusdo de azul
de tripan frente as linhagens de fibroblastos e queratindcitos cultivados em monocamada com
tratamento de 24 h com 5-azacitidina, em quatro diferentes concentracfes, que variaram de
1,25 uM e 10 uM. Somente a concentragdo de 1,25 uM apresentou viabilidade celular superior
a 80%. Sendo assim, trés concentracdes proximas de 1,25 uM foram utilizadas no modelo de
pele reconstruida PHR-UFAM para analise da metilacdo do DNA, as concentragdes utilizadas

foram 0,5, 1 e 1,5 uM (Figura 19).
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Figura 19 — Viabilidade celular de fibroblastos, queratinécitos e pele humana reconstruida PHR-UFAM
submetidos ao tratamento com 5-azacitidina (5-AZA) pelo método de exclusdo por Azul de Tripan. A.
Fotomicrografias de fibroblastos (MRC5) e queratinécitos (HACAT) apds tratamento com 5-azacitidina (1,25 a
10 uM); B. Gréfico representativo da viabilidade celular ap6s tratamento de fibroblastos e queratindcitos com 5-
azacitidina (1,25 a 10 uM); C. Gréfico representativo da viabilidade celular ap6s tratamento com 5-azacitidina
(0,5,1e1,5uM) da PHR-UFAM. O tratamento da pele foi realizado com regime de uma dosagem de 10 UL com
tratamento de 24h. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.
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O ensaio do cometa modificado para identificacdo de sitios de metilacio do DNA
evidenciou a alta efetividade da enzima de restricdo Hpall em todos as condi¢des ndo tratadas
com 5-azacitidina, em fibroblastos e queratindcitos com indices de dano iguais a 161,3 e 179,5,
respectivamente, bem como no modelo PHR-UFAM néo tratado (indice de dano igual a 129

(Figura 20).

A 5-azacitidina apresentou indices de dano inferiores ao controle ndo tratado (meio de
cultura) quando testada nas concentrac@es de 1,25 e 2,5 uM frente as duas linhagens celulares
de fibroblastos (107,3 e 77, respectivamente) e queratinécitos (115,3 e 81,3, respectivamente)
em cultura de monocamada como mostrado na Figura 19. Resultado semelhante quando testada
no modelo PHR-UFAM nas concentragdes 0,5, 1,0 e 1,5 UM com indices de dano iguais a

107,5, 83,1 e 89,3, respectivamente.

A efetividade da 5-azacitidina no modelo PHR-UFAM apresentou-se inferior
comparada ao modelo em monocamada ao analisar a reducdo do potencial de metilacdo ao
controle ndo tratado (meio de cultura) em cada um dos modelos, evidenciando a influéncia da
cultura tridimensional das células na atividade da 5-azacitidina. Além disso, o tratamento com
5-azacitina no modelo de pele ndo apresentou diferenca na metilacdo do DNA entre as duas
maiores concentracOes testadas 1 e 1,5 UM, entretanto essas apresentaram menor indice de

metilacdo que a concentracdes de 0,5 M.
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Figura 20 - Efeito do tratamento com 5-azacitidina (5-AZA) em fibroblastos, queratindcitos e PHR-UFAM na
fragmentacdo do DNA pelo ensaio do cometa modificado para deteccdo de sitios de metilagdo do DNA. A:
Fotomicrografias do efeito com 5-azacitidina (5-AZA) em fibroblastos, queratinécitos e PHR-UFAM ap6s 24
horas de tratamento. B: indice de dano do tratamento com 5-azacitidina (5-AZA) em fibroblastos, queratinicitos
e PHR-UFAM ap6s 24 horas de tratamento. Escala 100 uM. Para o indice de dano usou-se ANOVA two way
seguido do teste de Bonferroni. Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com p < 0,05, sendo
comparados com o controle sem tratamento (meio).
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6 DISCUSSAO

O desenvolvimento de peles humanas reconstruidas in vitro dos ultimos anos tém sido
utilizando células de culturas primarias. Essas células sdo cultivadas a partir de um tecido vivo
e assemelham-se muito com a pele nativa do ser humano. Contudo, possuem algumas
limitacdes como: custo elevado, necessitam da aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos, possuem tempo de vida Gtil curto e necessitam de laboratério autorizado e
especializado para realizar o procedimento de retirada do tecido do organismo vivo para cultivo

in vitro (REIJNDERS et al., 2015).

A pele obtida neste trabalho utilizando células de cultura permanente, mais facilmente
acessiveis pelos laboratdrios de pesquisa, mostrou-se semelhante aos modelos de pele humana
in vivo, bem como aos modelos de pele humana reconstruida disponiveis comercialmente e
validados de acordo com o Guia OECD 439, quanto a presen¢a de uma epiderme constituida
de vérias camadas de queratindcitos, entretanto sem camada cornea visivel histologicamente e
uma matriz dérmica composta de fibroblastos embebidos em colageno como representado na

Figura 11 (BROHEM et al., 2011; PEDROSA, 2016).

O tempo de cultivo de 15 dias da PHR-UFAM ¢é semelhante aos utilizados pelas peles
reconhecidas e validadas pela OECD SkinEthic (17 dias), EpiSkin da L oreal (13 dias),
EPIDERM TM (21 dias) (BROHEM et al., 2011; NETZLAFF et al., 2005; PONEC, 2002).
Segundo PONEC (2002), apés o tempo prolongado em cultura acima de duas semanas, a pele
humana reconstruida in vitro permanece viavel e exibe todos os sinais de um programa de
diferenciacdo normal, a espessura do estrato corneo aumenta gradualmente com o tempo
podendo levar a uma maior resisténcia aos estimulos ambientais que ndo caracterizam uma

condigdo normal.
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Estudos realizados por Seo et al. (2012) evidenciaram que a linhagem de queratindcitos
permanente e ndo transformada HACAT apresenta limitagdes quanto ao perfil transcricional de
proteinas associadas ao envelope cornificado, como filagrina, loricrina, involucrina e
citogueratina-10, proteinas importantes na constituicdo da funcdo barreira da pele, comparada
as células primarias de queratindcitos (NHKS). Estes resultados corroboram com os achados da
PHR-UFAM, onde ndo foi possivel visualizar na analise morfologica no epitélio cornificado.
Entretanto, analises moleculares e histoldgicas confirmatdrias como a imunohistoquimica para
proteinas especificas do estrato cdrneo da pele sdo necessarios para confirmar a néo

diferenciacéo.

Segundo Reijnders et al., (2015), a interacdo entre os fibroblastos dérmicos e 0s
queratindcitos epidérmicos que secretarem um coquetel de fatores de crescimento (EGF, KGF),
citoqueratinas (10, 14, dentre outras), componentes na matriz extracelular (elastina,
fibronectina, coladgeno) é o que permite a manutencdo e restauracdo da homeostase da pele
humana. Por isso, sdo componentes celulares essenciais para a composicao e estruturacdo da

pele humana reconstruida in vivo.

O efeito positivo dos fibroblastos e queratindcitos na geracdo de peles artificiais pode
ocorrer pela interacdo direta entre estas células e sinalizacdo através de fatores soltveis. Alguns
estudos demonstram que os fibroblastos secretam importantes fatores solUveis envolvidos na
diferenciacdo dos queratindcitos, como fator estimulante de coldonias de macrofagos e
granulocitos (GM-CSF), fator de transformacdo do crescimento (TGF), bem como fator de
crescimento epidérmico (KGF) (EL GHALBZOURI; PONEC, 2004; NG; IKEDA, 2011). A
auséncia de KGF no cultivo da PHR-UFAM foi capaz de promover um melhor

desenvolvimento da camada epidérmica com um nimero maior de camadas celulares. Contudo,
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essa condicdo nao retira a possibilidade de haver producao de KGF pelos fibroblastos da matriz

e, assim, auxiliar na formacéo epidérmica.

Segundo Abdel-Naser et al. (2005) e Pedrosa (2016), a incorporacao de suplementos ao
meio de cultura de células que compdem os tecidos reconstruidos de pele humana, tais como
agentes mitdgenos de queratindcitos como o fator de crescimento epidérmico (EGF), TGF-a,
toxina colérica, hidrocortisona, aumenta o rendimento celular e permite um maior
desenvolvimento do tecido epitelial. Tais agentes encontram-se no meio de cultura MCPele

utilizado durante o cultivo da PHR-UFAM e auxiliaram na reconstrucdo da pele.

Diversos trabalhos tém descrito a obtencdo de uma pele humana reconstruida in vitro na
auséncia de SFB, seja no desenvolvimento ou cultivo de queratindcitos. Entretanto, a maioria
deles utiliza células de cultura primaria e poucos utilizam células permanente como este
trabalho (LAMB; AMBLER, 2013; MUJAJ et al., 2010; NG; IKEDA, 2011; PEDROSA,
2016). Elson, Frazier & Glaser (2012) observaram que concentragdes elevadas de soro inibem
a fixacdo das células epidérmicas ao colageno IV (componente da membrana basal da
epiderme), mas que ainda sdo necessarias concentracdes minimas de SFB para sua fixacéo, tal
fato, pode sugerir um dos motivos pelo qual a PHR-UFAM obteve melhor desenvolvimento
apos a diminuicdo do SFB de seu meio de cultivo MCPele. Vale ressaltar a presenca de
concentracdo minima de SFB durante a montagem do tecido oriunda do cultivo dos fibroblastos
e queratindcitos com meio de cultura acrescido de 10% de SFB, contudo, o meio de cultivo da

pele MCPele ndo foi acrescido de SFB durante os 15 dias de cultivo.

O SBF é uma mistura complexa de proteinas que quando adicionada ao meio de cultura
introduz elementos ndo definidos ao mesmo e isso pode levar a uma ndo uniformidade dos
resultados que dificilmente pode ser rastreada. Além disso, a variabilidade geografica dos lotes

de SFB, escassez imprevisivel no fornecimento global, seus constituintes ndo bem definidos
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podem interagir de forma ndo intencional com substancias de teste; presenca de endotoxinas,
micoplasmas e contaminantes virais ou proteinas pridnicas estdo entre as desvantagens

relacionadas ao uso de SFB no cultivo de células (VAN DER VALK, 2017).

Catarino (2015) e NG & lkeda (2011), demonstraram ser possivel gerar uma epiderme
equivalente a humana sobre um equivalente dérmico usando meio de cultura livre de soro sem
nenhum prejuizo ao correto desenvolvimento do modelo. Seus modelos também ndo séo
acrescidos de KGF, contudo, suas células sdo de origem primaria, diferenciando-os da PHR-
UFAM. A ndo suplementacdo de KGF ndo extingue a possibilidade da sua presenca durante o
cultivo da pele, visto que varios estudos evidenciam que este € um dos fatores solUveis
secretados por fibroblastos envolvido na diferenciacdo dos queratindcitos (CATARINO, 2015;

EL GHALBZOURI; PONEC, 2004; NG; IKEDA, 2011).

A PHR-UFAM obtida possui semelhanca histoldgica, parametros de viabilidade,
integridade de funcdo barreira exigidos pela OECD, com os modelos de peles artificiais
disponiveis comercialmente e a pele humana nativa, mesmo nao apresentando estrato corneo
visivel histologicamente. De acordo com Hoffmann et al. (2005) apresentar tolerancia contra
detergentes € um dos principais indicadores de uma pele humana reconstruida com funcgéo
barreira intacta. A PHR-UFAM apresentou tolerancia adequada ao Triton X-100 e ao SDS,
semelhante aos modelos de referéncia validados, sugerindo que este modelo tem uma camada

epidérmica suficientemente robusta para resistir a penetracéo rapida dos produtos quimicos.

Estudos vem sendo realizados com os alguns modelos de pele reconhecidos pela OECD
para avaliar suas aplicagdes para deteccdo de micronutcleos, como é o caso da EPIDERM TM.
Segundo Curren et al. (2006), em um dos ensaios de validacdo para detec¢do de micronucleos
no modelo EPIDERM TM, o tratamento topico com 10 pL de Mitomicina C (3 pg/mL diluida

em acetona) foi capaz de induzir aproximadamente 2% de células micronucleadas ap6s 24 h de
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tratamento em regime de duas dosagens a cada 24h. Resultado este semelhante ao encontrado
com a PHR-UFAM, na qual a Mitomicina C foi capaz de induzir 3,03% de células

micronucleadas nas mesmas condi¢des, mesmo nao possuindo extrato corneo evidente.

Com base nos resultados obtidos no ensaio do cometa em pH alcalino e neutro, 0 modelo
PHR-UFAM foi capaz de identificar o potencial genotdxico do EMS causando quebras de fitas
simples, duplas, sitios alcali-labeis de DNA. Os indices de dano quando utilizado o modelo
PHR-UFAM foram menores que o modelo em monocamada, indicando que a estrutura
tridimensional das células no modelo de pele humana reconstruida altera a atividade genotdxica
do EMS. Esse efeito era esperado em virtude das alteracdes de permeabilidade e quantidade de

células na pele reconstruida.

Segundo Reus et al. (2013), em estudo de validacdo da aplicacdo do ensaio do cometa
em pH alcalino utilizando o modelo de epiderme humana reconstruida in vitro EPIDERM TM,
o metilmetanossulfonato (MMS), testado na concentracdo de 45 UM, foi capaz de promover 25
a 50% de fragmentacdo de DNA apds tratamento de 3 h. Um estudo semelhante de validacéo
utilizando o MMS, entretanto utilizando o modelo de pele humana reconstruida in vitro
constituida de epiderme e derme EPIDERM TM FT, evidenciou que o MMS foi capaz de
promover 40 a 60% de fragmentacdo de DNA ap0s 48 h de tratamento (REISINGER et al.,
2018). Estes resultados, bem como, os obtidos neste trabalho, reforcam a aplicabilidade do
modelo de pele humana tridimensional in vitro para avaliar a genotoxicidade de substancias

pelo ensaio do cometa.

A organizagdo estrutural da pele humana in vivo, bem como a reconstruida in vitro,
dividida em subcamadas da epiderme e derme, atua eficientemente como uma funcdo barreira
tridimensional contra agentes externos (fisicos, quimicos e bioldgicos), o que difere dos

modelos em monocamada de cultura celular, cuja interagdo do agente externo (substancia
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quimica teste, por exemplo) ocorre de forma direta com a célula. Com isso, a atividade do
agente testado em cultura tridimensional aproxima-se mais do que poderia ocorrer in Vivo,
garantindo resultados mas fidedignos comparados ao modelo bidimensional de cultura celular

(BROHEM et al., 2011; PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008; WEVER et al., 2015).

Segundo Oliveira (2012), estudos que avaliam os efeitos epigenéticos de substancias
potenciais a serem utilizadas por seres humanos, complementares aos modelos genéticos,
constituem uma poderosa ferramenta para melhor entendimento dos mecanismos de a¢éo dessas
substancias. Estudos envolvendo a metilagdo do DNA, como o cometa modificado para sitios
de metilacdo no DNA, utilizado nesta pesquisa, surgem como um importante campo de pesquisa
em muitas doencas, uma vez que a transcricdo génica pode ser modificada em virtude da
alteracdo do padrdo de metilacdo do DNA e levar a perda de funcdo de um gene, por exemplo

(OLIVEIRA et al., 2010).

Segundo Wentzel et al. (2010), ao utilizar a enzima de restricdo Hpall no ensaio do
cometa modificado obtém-se um aumento da fragmentacdo do DNA em virtude da mesma atuar
em sitios de dinucleotidos CpG metilados digerindo-os. Com isso, é possivel analisar a atuacdo

de substancias na metilacdo do DNA pela alteracdo no padréo da fragmentacdo do DNA.

O tratamento da PHR-UFAM com 5-azacitidina nas trés concentracdes testadas 0,5; 1 e
1,5 uM foi capaz de reduzir a metilacdo do DNA comparado ao controle sem tratamento e de
forma geral a0 modelo em monocamada. Esses resultados reforcam a influéncia da matriz
tridimensional na atividade da 5-azacitidina, que apresenta-se menos efetiva muitas vezes por
necessitar de outros fatores necessarios para a mesma exercer sua atividade, como penetracdo
no tecido para atingir as células e consequentemente seu material genético, presenca da matriz

extracelular, receptores, que estdo presentes na cultura tridimensional.
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PAN et al. (2017) evidenciaram em seus estudos utilizando celulas de carcinoma de
figado e mama em modelo de cultura tridimensional utilizando Matrigel que o tratamento com
5-azacitidina (5 puM), durante 72 h, diminuiu a metilacdo global do DNA ao comparar com 0
modelo de cultura bidimensional. Outro estudo que avaliou a metilacdo do DNA, envolvendo
a geracdo de um EPIcomet-chip, revelou que a 5-azacitidina (5 uM) foi capaz de reduzir em
0,5% o percentual de metilacdo global do DNA neste modelo comparado ao controle sem

tratamento com exposicao de 48h (TOWNSEND et al., 2017).

O desenvolvimento de culturas celulares tridimensionais utilizadas para a geracéo de
pele humana reconstruida in vitro é atualmente uma area de pesquisa ativa, nao so para estudar
a seguranca de substancias com potencial terapéutico ou cosmético, mas também para
desenvolver novos produtos para cobrir feridas, reduzir deformidades, e fornecer melhores
resultados estéticos em menos tempo e com menores custos (FERREIRA et al., 2011; OH et

al., 2013; REIJNDERS et al., 2015; SAKOLISH et al., 2016).

O desenvolvimento de novos modelos de pele humana reconstruida in vitro significa
autonomia para muitos paises e empresas. Além disso, grandes empresas e laboratérios de
pesquisa no Brasil podem se beneficiar com modelos mais diversificados, com menor custo e
maior disponibilidade que os modelos produzidos no exterior. Diante disso, para uma nova
proposta de modelo que requeira validacao, independentemente da finalidade ou tipo de estudo
0 estabelecimento de prioridades deve ser dado aos aspectos cientificos desse processo

(VINARDELL; MITJANS, 2008).
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7 CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel desenvolver um modelo de pele humana reconstruida
PHR-UFAM, constituida de fibroblastos e queratindcitos imortalizados, cultivada em meio de

manutencdo sem adic¢do Soro Fetal Bovino e sem fator de crescimento de queratindcitos (KGF).

A PHR-UFAM apresentou semelhanca morfoldgica e estrutural a pele humana in vivo
e aos modelos de pele humana reconstruida validados pela OECD e disponiveis

comercialmente, sem apresentar estrato corneo evidente histologicamente.

Mesmo sem apresentar estrato corneo evidente histologicamente, a qualidade do modelo
desenvolvido estd em concordancia com os parametros de integridade, viabilidade e funcéao
barreira estipulados pela Organizagéo de Desenvolvimento e Cooperagdo Econdmica (OECD),
evidenciando o potencial deste modelo na avaliacdo de ensaios de viabilidade celular e fungéo

barreira.

Nos ensaios de genotoxicidade, a PHR-UFAM obteve resultados semelhantes aos
modelos de pele humana reconstruida validados pela OECD e disponiveis comercialmente para
o0s ensaios de deteccdo de micronucleos. Bem como, testes para avaliacdo do dano ao DNA
pelos métodos do cometa alcalino e neutro e cometa modificado para deteccdo de sitios de

metilacdo no DNA.

Para experimentos futuros sdo necessarios ensaios de validacdo para confirmar as
aplicagdes propostas, além de ensaios para avaliagéo de irritabilidade, corroséo e absorgéo de

substancias com potencial terapéutico/cosmético como preconizado pela OECD.
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