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RESUMO

Os efeitos da exposicdo a radiacdo ultravioleta na pele humana tém despertado interesse na
classe cientifica, no entendimento das transformacfes envolvidas. Modelos de pele humana
reconstruida in vitro foram desenvolvidos como métodos alternativos a utilizacdo de animais
em experimentacdo e mostraram ser ferramentas Uteis e eficazes para estudos. Esses modelos
expressam diferentes receptores, possuem capacidade proliferativa, sintese de matriz
extracelular e fungbGes metabdlicas, tornando-se ferramentas de escolha para entender os
mecanismos bioldgicos da pele. Os modelos validados e comercialmente disponiveis séo
reconstruidos a partir do cultivo de células primérias, enfrentando algumas limitagdes, quanto
a aquisicdo e reproducéo, podendo afetar sua aplicabilidade. Este trabalho teve objetivo de
padronizar um modelo de pele humana reconstruida a partir de linhagens de células
permanentes e avaliar os efeitos da Radiacéo Ultravioleta B nesse modelo. Para isso, o trabalho
consistiu na padronizacdo do modelo desenvolvido com queratindcitos e fibroblastos humanos
de cultivo permanente em um suporte de membrana do tipo transwell para posterior exposi¢éo
a radiacdo ultravioleta B. Para a padronizagdo, foram testados os tempos de cultivo 10, 15 e 18
dias. Os ensaios de viabilidade celular foram realizados pelo método do MTT e a anélise
histoldgica por coloracdo com hematoxilina e eosina. A condicdo que melhor representou a
estrutura morfologica da pele humana, com epiderme e derme foi a de 10 dias de cultivo. As
doses de radiacdo utilizadas foram 50mJ/cm?, 150mJ/cm?, 500mJ/cm? e 1500mJ/cm?. Nas
menores doses houve uma pequena reducio na viabilidade celular (50 e 150 mJ/cm?), o oposto
ocorreu nas doses de 500 e 1500mJ/cm?, apresentando reducio da viabilidade em mais de 50%.
Os cortes histoldgicos evidenciaram alteracdo na camada epidérmica da pele apds exposicao,
de forma dose-dependente, visualizando a diminui¢do da espessura do epitélio, separacdo e
vacuolizacdo das células na camada epitelial. A atividade proteolitica de MMPs 2 e 9 foi
avaliada por método zimografico. A menor dose de radiacdo desencadeou atividade genotoxica
confirmada, por meio do ensaio cometa em pH alcalino. Diante do exposto, com este trabalho
foi possivel padronizar um modelo de pele humana reconstruiida in vitro utilizando linhagem
de células permanentes como plataforma de estudos de fotoenvelhecimento por meio de
radiacdo UVB. Experimentos futuros sdo necessarios para avaliar o potencial dos danos
causados pela radiacéo e elucidar os mecanismos envolvidos, bem como o comportamento das
células expostas no microambiente tridimensional.

Palavras-chave: pele humana, métodos alternativos, radiag&o, uvb.



ABSTRACT

The effects of exposure to ultraviolet radiation on human skin have aroused interest in the
scientific class, in understanding the transformations involved. Models of human skin
reconstructed in vitro were developed as alternative methods to the use of animals in
experimentation and proved to be useful and effective tools for studies. These models express
different receptors, have proliferative capacity, extracellular matrix synthesis and metabolic
functions, becoming tools of choice to understand the biological mechanisms of the skin. The
validated and commercially available models are reconstructed from the cultivation of primary
cells, facing some limitations in terms of acquisition and reproduction, which can affect their
applicability. This work aimed to standardize a model of human skin reconstructed from
permanent cell lines and evaluate the effects of Ultraviolet Radiation on this model. To this end,
the work consisted of standardizing the model developed with permanent culture human
keratinocytes and fibroblasts on a transwell-type membrane support for subsequent exposure to
ultraviolet B radiation. For standardization, the cultivation times 10, 15 and 18 days were tested.
Cell viability assays were performed using the MTT method and histological analysis by
staining with hematoxylin and eosin. The condition that best represented the morphological
structure of human skin, with epidermis and dermis, was 10 days of culture. The radiation doses
used were 50mJ / cm2, 150mJ / cm2, 500mJ / cm2 and 1500mJ / cm2. At the lowest doses there
was a small reduction in cell viability (50 and 150 mJ / cm2), the opposite occurred at doses of
500 and 1500mJ / cm2, showing a viability reduction of more than 50%. Histological sections
showed a change in the epidermal layer of the skin after exposure, in a dose-dependent manner,
visualizing the decrease in epithelial thickness, separation and vacuolization of cells in the
epithelial layer. The proteolytic activity of MMPs 2 and 9 was assessed using a zymographic
method. The lowest radiation dose triggered confirmed genotoxic activity, through the comet
assay in alkaline pH. In view of the above, with this work it was possible to standardize a model
of human skin reconstructed in vitro using lineage of permanent cells as a platform for
photoaging studies using UVB radiation. Future experiments are needed to assess the potential
for radiation damage and to elucidate the mechanisms involved, as well as the behavior of cells
exposed in the three-dimensional microenvironment.

Keywords: human skin, alternative methods, radiation, uvb.
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1 INTRODUCAO

Orgdo de composicdo Unica e arquitetura complexa, a pele desempenha multiplas
funcles, reveste e assegura grande parte das relacdes entre 0 meio interno e externo, estando
como primeira linha de defesa contra agressdes de danos ambientais. Sua arquitetura é
responsavel pelo revestimento do corpo e protecdo, e se estrutura em trés camadas principais
com inter-relagdes entre elas - epiderme, derme e hipoderme (BARONI et al., 2012; LAI-

CHEONG; MCGRATH, 2017; TOBIN, 2017).

No decorrer dos anos, a pele sofre mudancas estruturais correspondentes as alteracdes
bioquimicas, histoldgicas e fisioldgicas que comprometem suas funcdes bioldgicas, abalando a
capacidade do organismo em se adaptar ao constante estresse metabolico. Tais mudancas sdo
determinadas por fatores intrinsecos, que ocorrem de forma gradual e natural e por fatores
extrinsecos, relacionados a poluicdo do ar, instabilidade climatica e a exposicdo a radiacao

ultravioleta (RABE et al., 2006; KOHL et al., 2011; POLJSAK; DAHMANE; GODIC, 2012).

Os efeitos da exposicdo prolongada a radiacdo ultravioleta tém adquirido grande
importancia nas Gltimas décadas, despertando interesse na classe cientifica, no entendimento
das transformacdes envolvidas. Modelos de pele humana reconstruida in vitro mostraram ser
ferramentas Uteis e eficazes para estudos em pesquisa pois seu desenvolvimento e cultivo além
de ser realizado em um ambiente tridimensional, assim como a pele humana, expressa
diferentes receptores, tem capacidade proliferativa, sintese de matriz extracelular e funcGes
metabolicas (BROHEM et al., 2011; FERNANDEZ et al., 2014; PELLEVOISIN; BOUEZ;

COTOVIO, 2018).

Dentre as aplicabilidades dos modelos de pele humana reconstruido in vitro estéo:

estudos de interagdo célula-célula, proliferacdo e diferenciacdo celular, triagem de
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desenvolvimento de formulacdo farmacoldgicas, modelos cosméticos, fotoenvelhecimento,
sensibilidade aos raios ultravioleta e cancer de pele, além da possibilidade de serem
manipulados facilmente, podendo servir de pilares para modelos com alteracGes genéticas
especificas. Alguns distarbios de pele também podem colher beneficios ao utiliza-1a, como
estudos para vitiligo, queloides, genodermatoses e epidermolise bolhosa (BROHEM et al.,

2011; FLATEN et al., 2015; PELLEVOISIN; BOUEZ; COTOVIO, 2018).

Modelos validados que representam a espessura total da pele estdo disponiveis, porém
existem problematicas envolvidas para adquiri-los. Produzidos no exterior e comercializados
em Kits especificos, ndo possibilitam o uso em pesquisas que envolvam mudancas morfoldgicas
ou moleculares. Além disso, por serem oriundos de cultura de células priméarias enfrentam
algumas limitacGes quanto o tempo para utilizacdo e diferencas na maturacdo epitelial, pois
dependem de doadores e localizacdo anatbmicas do tecido diferentes, impossibilitando assim
de serem reproduzidos em larga escala. Portanto, estratégias que permitam a reconstrucdo de
pele humana em uma arquitetura tridimensional valida no Brasil, e ainda, oriundas de cultura
de células permanente, sera de grande relevancia para pesquisas e industrias, e podem melhorar
a reprodutibilidade e a consisténcia dos modelos de pele, reduzindo as variacGes intra e

interlaboratoriais (BROHEM et al., 2011; FLATEN et al., 2015; PEDROSA, 2016).

Com este trabalho pretende-se contribuir com um modelo de pele humana reconstruida
a partir de linhagens de células permanentes, como plataforma de estudos para
fotoenvelhecimento, possibilitando elucidar mecanismos complexos de diferentes sistemas
bioldgicos frente a exposicdo a radiacdo ultravioleta B. Além disso, 0 modelo permite
futuramente testar diferentes compostos com capacidade de reverter ou minimizar os danos
causados pela radiacdo. Além de desafiar diferentes hipoteses, o modelo contribui para a

reducdo e refinamento dos ensaios em animais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A pele, uma arquitetura complexa

A pele humana é considerada o maior 6rgao do corpo humano, constituindo cerca de
15% do peso corporal, com extensdo de 1,5 a 2 m2. Orgdo de composicdo Unica e arquitetura
complexa, que desempenha mdaltiplas fungdes, a pele reveste e assegura grande parte
das relacGes entre 0 meio interno e o externo, estando como primeira linha de defesa contra

agressdes de danos ambientais (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017; TOBIN, 2017).

A arquitetura complexa estd estruturada em trés compartimentos principais, inter-
relacionados entre si, dentre eles, a epiderme, ou componente epitelial, camada mais superficial
da pele, responsavel pelo primeiro contato com o ambiente externo. A derme, ou componente
conjuntivo, a camada média, tecido de sustentacdo no qual atravessa vasos e nervos, onde estdo
implantados os anexos cutaneos como as glandulas sudoriparas, pélos, glandulas sebaceas e
unhas. E por fim, a hipoderme, formada por tecido adiposo que se amolda aos musculos
adjacentes. A figura 1 mostra uma representacdo da estrutura da pele e seus componentes

(WELLER et al., 2008; BARONI et al., 2012; MARIONNET; TRICAUD; BERNERD, 2015).
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Glandula sudoriparo
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Figura 1 - Estrutura da pele. A estrutura da pele € dividida em trés camadas principais, a epiderme, derme e
hipoderme. A epiderme é perfurada por poros pelos quais sai 0 suor e o sebo. A derme é irrigada por vasos
sanguineos, abriga glandulas sebéceas, e as glandulas sudoriparas, responsaveis pela secre¢do do sebo e do suor,
assim como os foliculos pilosos. A hipoderme corresponde a camada mais profunda, formada por células
gordurosas, os adipdcitos. Adaptado de (WELLER et al., 2008).

Em comunicacdo dindmica as alteracdes internas e externas do organismo frente a
fatores ambientais, o revestimento cutaneo atua em conjunto com outros érgdos, recebendo
constantemente informac@es sobre 0 ambiente através das terminacdes nervosas presentes nela,
enviando os comandos para o sistema nervoso central, exercendo fun¢Ges como: protecao
contra agentes microbianos e raios ultravioleta, controle hemodinamico, equilibrio de dgua e
eletrélitos no organismo, manutencdo da temperatura corporal, sintese de vitamina D apds

exposicao a radiacdo solar, além da protecdo contra desidratacdo e atrito (WELLER et al., 2008;

BROHEM et al., 2011; BARONI et al., 2012).

As defesas contra alteracOes dependem em partes da viabilidade da pele, podendo o
aspecto da pele trazer informaces relevantes sobre o estado de saude do individuo, pois por

ser um tecido dindmico, permite que manifestacbes do organismo se expressem por alteracdes
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cutaneas, como as rugas, que no decorrer da idade se manifestam em graus variaveis
individualmente e podem alterar a defesa da pele a agressores externos. Além disso, 0
comprometimento de qualquer uma dessas funcdes pode levar a alteracBes patogénicas,

incluindo cancer de pele (BROHEM et al., 2011; TOBIN, 2017).

2.2 Histologia e funcgdes da pele
2.2.1 A epiderme

Estruturada por epitélio escamoso estratificado, a epiderme constitui uma vital barreira
contra agressores externos. Sua estrutura consiste de variadas células compactadas que se
diferem de acordo com a morfologia, grau de maturidade e profundidade, e sdo subdivididas
em camadas ou estratos: estrato corneo, camada granulosa, camada espinhosa e camada basal
(Figura 2) (Tabela 1) (ROBINSON; DOBRUCKI, 2006; BROHEM et al., 2011; BARONI et

al., 2012).

Células mortas descamando-:

na superficie da pele

Estrato cérneo 4 R \O
gramalors 8 é@@ @@(g
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Figura 2 - Estrutura da epiderme. A epiderme é formada por vérias camadas (estratos) de células justapostas. A
camada cornea, llcida, granulosa, espinhosa e basal. A camada cérnea é formada por células achatadas, néo-
viaveis, anucleadas e queratinizada. A camada granulosa é formada por células achatadas, nucleadas e com
granulos basofilos. A camada espinhosa é formada por células achatadas e nucleadas, as células de Malpighi. A
camada basal é formada por colageno do tipo IV e proteoglicanos, e povoadas principalmente por células-tronco.
Fonte: a autora.
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Tabela 1 - Subcamadas da Epiderme. Adaptado de MURPHREE, 2017.

Subcamadas Descricao Funcéo

- Camada mais externa

- Composto por queratinécitos mortos preenchidos

. . . Barreira contra penetragdo por
Estrato Coérneo = com queratina proteica P aop

irritantes ou patégenos
- Constantemente descartado e reabastecido por
subcamadas abaixo

- Presente apenas em solas dos pés e palmas das Fornece espessuras nas solas dos pés

Camada Lucida x x
maos e palmas das méos

- 1 a5 celulas de espessura As ceramidas formam uma camada

Camada linofili t6m hidratacs
Granulosa - As ceramidas dos corpos de Odland (encontradas = ''POTI!ICa qué mantem hidratacoes
nos queratindcitos) sdo liberadas dessa camada retarda a perda de agua
Camada ) . , Fornece adesdo celular e resisténcia a
. - Contém desmossomos ou jungdes célula a célula o
Espinhosa forgas mecénicas

Queratindcitos migram em direcdo ao
Camada Basal = - Camada Unica de células reprodutoras estrato corneo e se tornam
preenchidos com queratina

Os queratindcitos sao células predominantemente encontradas na epiderme (90-95% das
células), sendo distribuidos em todas as subcamadas, de acordo com a proliferacdo,
diferenciacdo, morte celular, que representam seus estagios de maturacdo. As células de
Langerhans (2%), melandcitos (3%) e células de Merkel (0,5%) constituem populagdes
menores de células da epiderme. A camada é considerada um tecido altamente mitotico, devido
0s queratindcitos se dividirem milhares de vezes durante a vida de um individuo (ROBINSON;

DOBRUCKI, 2006; BROHEM et al., 2011; TOBIN, 2017).

Constantemente, os queratinocitos, sintetizam proteinas estruturais e lipidios, migrando
das camadas basais para as camadas externas da epiderme, sofrendo alteracdes morfoldgicas e
bioquimicas, levando a perda metabolica na camada superior. Além disso, 0s queratinocitos séo

interconectados por desmossomos, juncdes celulares importantes para a coesao de células nas
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camadas nucleadas da epiderme, uma vez que sao eliminados na camada anucleada, atraveés do

processo de descamacdo (BARONI et al., 2012; TOBIN, 2017).

A camada superior da epiderme, 0 estrato corneo, € constituido de células achatadas,
ndo-viaveis, anucleadas e queratinizadas, que conferem protecdo contra o atrito, invasdo de
microorganismos e perda de agua. Essa protecdo € possivel devido as caracteristicas dos
cornedcitos, células originadas por queratindcitos modificados, ricos em proteinas e estdo
envolvidas por um envelope lipidico e unidas por corneodesmossomos, se destacando como a
principal barreira de protecdo da pele, permitindo evitar os possiveis danos que podem ser
causados por mudancas na temperatura e umidade, pela acdo dos raios ultravioleta, fatores

mecanicos e agentes patogénicos (BARONI et al., 2012; MENON; CLEARY; LANE, 2012).

Abaixo do estrato corneo estd localizada a camada granulosa, formada por células
achatadas, nucleadas e com granulos basoéfilos, chamados de granulos querato-hialina e
gréanulos lamelares. Os granulos querato-hialina encontram-se dispersos no citoplasma e
contém proteinas ricas em histidina fosforilada e cistina, responsaveis pela impermeabilizacdo
da pele. Os granulos lamelares contém glicoproteinas, glicosilceramidas, &cidos graxos,
fosfolipideos e colesterol que, ao migrarem para o estrato cérneo, o conteldo do granulo se
dispersa dentro das células, sofrendo modificagdes por enzimas, ficando dispostas sobre as
celulas e na matriz extracelular, formando uma barreira lipidica semipermeavel, responsaveis
pela impermeabilizacdo da pele a 4gua, impedindo a desidratacdo, além disso, constitui uma
barreira Util contra a penetracdo de substancias ( BROHEM et al., 2011; BARONI et al., 2012;

MURPHREE, 2017).

Em sequéncia, a camada espinhosa é formada por células achatadas e nucleadas, as
células de Malpighi, que sdo queratinocitos diferenciados unidos devido a presenca de
projecdes citoplasmaticas, de grande quantidade de desmossomos e de feixes de filamentos de

queratina entre as células (tonofilamentos), formados por glicoproteinas e lipoproteinas. Atuam
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na manutencdo da coesdo entre as células da epiderme e na resisténcia ao atrito. Na parte
superior desta camada, 0s queratindcitos sintetizam citoqueratinas de maior peso molecular,
produzindo proteinas envolvidas na queratinizacdo, como a involucrina, a loricrina e a filagrina

(WELLER et al., 2008; BARONI et al., 2012; MURPHREE, 2017).

A camada basal, também conhecida como camada germinativa, basicamente é formada
por colageno do tipo 1V e proteoglicanos, é povoada principalmente por células-tronco (stem
cells), onde parte dessas células passa por intensa divisdo celular, sendo responsavel pela
renovacdo continua da epiderme, juntamente com as células da camada espinhosa, fornecendo
células para substituir as que sdo perdidas na camada cdrnea, levando a nutri¢cdo das demais
camadas, aumentando a producéo de queratina. O processo de renovacao da epiderme depende
além da idade e localizacdo da pele no corpo humano, de um equilibrio entre a proliferacéo e

descamacdo, variando de 15 a 30 dias (BARONI et al., 2012).

Os melandcitos, as células de Langerhans e células de Merkel também compfem a
epiderme (Figura 3). Os melandcitos sdo celulas dendriticas arredondadas e nucleadas que
surgem a partir da crista neural no periodo embrionario, sintetizam melanina, embalada em
organelas subcelulares (melanossomas) e seus prolongamentos penetram em reentrancias das
celulas na camada basal e espinhosa, produzindo e transferindo pigmento de melanina,
responsaveis pela cor parda-amarelado a marrom escuro da pele, para as células que estdo
presente nesta camada. Cada melandcito fornece melanina a aproximadamente 30- 40
queratindcitos circundantes. A melanina protege o nlcleo da célula epidérmica contra a acao

dos raios ultravioleta (BARONI et al., 2012; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017).
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Células de Langerhans

o 0 ()
Epiderme . . . . . . '—|—> Queratindcitos
- Jungdo

Dermo-epidérmica
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Melandcitos Células de Merkel

Figura 3 - Células que compdem a epiderme. Os queratindcitos sdo células predominantemente encontradas na
epiderme (90-95% das células), sendo distribuidos em todas as subcamadas. As células de Langerhans (2%),
melandcitos (3%) e células de Merkel (0,5%) constituem populagdes menores de células da epiderme. Fonte: a
autora.

As células de Langerhans também sdo células dendriticas, imunocompetentes, derivadas
da medula 6ssea, que reconhecem, fagocitam e processam antigenos estranhos na pele,
comunicando aos linfocitos T a presenca de corpos estranhos, levando ao inicio da resposta
imunologica, sendo primordial para a barreira imune da epiderme. J& as células de Merkel,
diferente dos melanécitos e células de Langerhans, ndo sdo células dendriticas,
possuem tonofilamentos e desmossomos ocasionais que a ligam as células adjacentes. S&o
células neuroenddcrinas cutaneas, localizadas principalmente em regides sensiveis ao toque
como a ponta dos dedos, e sdo responsaveis por receber informacgdes do meio ambiente e as
enviar para o sistema nervoso central, participando da constituicdo do componente do nervo
sensorial da pele (WELLER et al., 2008; BARONI et al., 2012; LAI-CHEONG; MCGRATH,

2017).

A epiderme ndo € um tecido vascularizado, sendo 0s nutrientes que a suprimem
provindos da camada derme da pele. Ambas as camadas sdo conectadas atraves de uma matriz

extracelular, conhecidas como membrana basal ou jungdo dermo-epidérmica, constituida por


https://pt.wikipedia.org/wiki/Desmossomo
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queratindcitos da epiderme e fibroblastos da derme, que conferem suporte mecanico para a

adesdo das duas camadas (WELLER et al., 2008; BROHEM et al., 2011).

A juncdo dermo-epidérmica é composta por coladgeno IV, laminina, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e fatores de crescimento com propriedades bioldgicas variaveis. Todos 0s
componentes arquitetados em uma rede de fibras de proteinas, controlam o transporte de
moléculas em ambas as camadas da pele, sendo capazes de ligar uma variedade de citocinas e
fatores de crescimento, representando um reservatorio para liberacdo controlada durante

processos de remodelacéo ou reparo fisiologico (WELLER et al., 2008; BROHEM et al., 2011).

2.2.2 A derme

Camada intermediaria da pele, a derme é estruturada por uma matriz de tecido
conjuntivo contendo fibras, filamentos, substancia fundamental amorfa, as quais acomodam
vasos, nervos e anexos epidérmicos. Sdo subdividas em trés camadas: a camada papilar,
formada por tecido conjuntivo frouxo, camada subpapilar, estruturalmente idéntica a derme
papilar, porém dispde-se em torno dos anexos cutaneos e a camada reticular, formada por tecido

conjuntivo denso (Tabela 2) (BARONI et al., 2012; SHIMIZU, 2016).

Tabela 2 — Principais subcomponentes da derme. Adaptado de MURPHREE, 2017.

Subcomponentes Funcdo ou descricéo

) - Contém alcas capilares responsaveis pelo fornecimento de nutrientes e
Derme papilar . 3 o .
oxigenacdo da camada germinativa do estrato da epiderme

- Fibras colégenas que a comp&em entrelagam-se como uma rede,

formando o tecido conjuntivo denso
Derme reticular
- Fornece plexo vascular, linfaticos e proteinas do tecido conjuntivo, como

colageno.
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Dentre as células da derme, os fibroblastos sdo abundantemente encontrados e s&o
responsaveis pela sintese e renovacdo da matriz extracelular, além de produzirem fibras
colagenas, fibras elasticas e glicosaminoglicanos. Outras células sdo encontradas em um
numero menor na derme, como fagocitos mononucleares residentes e transitorios, linfocitos,
células de Langerhans e mastocitos (WELLER et al., 2008; BARONI et al., 2012; SHIMIZU,

2016).

As fibras de colageno (principalmente os tipos | e Ill) constituem o0s principais
componentes da derme, sendo as mais espessas encontradas na camada reticular, o tipo | €
responsavel por 80% das fibras e o tipo Il responsavel por 15%. A maior parte do restante é
considerada colageno tipo V. Os tipos IV, VII e XVII sdo encontrados principalmente nas
membranas basais, associados aos queratindcitos epidérmicos. As fibras elasticas, com
resisténcia inferior as de colageno, formam uma rede que confere elasticidade a pele, se estende
desde a juncao dermo-epidérmica até a hipoderme. Sdo encontradas principalmente na derme
do couro cabeludo, face e 6rgdos extensiveis, como artérias e tendées (WELLER et al., 2008;

SHIMIZU, 2016).

A substancia amorfa da derme € constituida por glicosaminoglicanos (acido hialurénico
e sulfato de dermatan, sulfato de heparano e sulfato de condroitina) complexados ao nucleo da
proteina e existentes como proteoglicanos. Considera-se a substancia fundamental amorfa pois
fornece massa, permitindo que a derme atue como um amortecedor de atritos, age como um
lubrificante durante 0 movimento da pele e permite que nutrientes, horménios e produtos

residuais transitem pela derme (WELLER et al., 2008).

Os vasos sanguineos da derme atuam na regulacao da temperatura corporal interna ideal
para 0 organismo. Fibras nervosas presentes na derme podem penetrar a epiderme, apresentando

funcdo sensorial a estimulos como calor e dor além da fungdo mecénica como a vibragéo e o
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tato. Pélos, glandulas sebaceas, sudoriparas e unhas também comp&em a derme (WELLER et

al., 2008).

2.2.3 A hipoderme

Comumente chamada de tecido subcuténeo, a hipoderme constitui a camada mais
profunda da pele. Composto por células adiposas separados por septos de coldgeno com
estruturas nervosas, vasculares e linfaticas que compreendem a funcéo de amortecer a pressao
fisica externa contra traumas, reter a umidade e gerar calor (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017;

SHIMIZU, 2016).

2.3 Envelhecimento cutaneo

O envelhecimento cutaneo pode ser considerado um acumulo de diferentes alteracdes
danosas em células e tecidos. Tais alteracGes refletem em mudancas nas caracteristicas
estruturais celulares e de matriz extracelular, levando a diminui¢do, ao longo dos anos, das
funcdes bioldgicas da pele, perdendo a capacidade em se adaptar ao constante estresse exdgeno

e enddgeno de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos ( RABE et al., 2006; KOHL et al., 2011).

O processo de envelhecimento da pele engloba duas teorias, na qual pode ser causada
por fatores intrinsecos (end6genos), decorrente de fatores cronolégicos e fisiolégicos e, fatores
extrinsecos (exdgenos), causado pela exposicao a fatores ambientais. De natureza complexa e
multifatorial, os dois fatores se sobrep6em, e ambos levam a mudancgas na integridade da pele

(RABE et al., 2006; POLISAK, DAHMANE, GODIC, 2012).

As mudancas que acompanham o envelhecimento intrinseco advém de mecanismos
genéticos determinados, mecanismos epigenéticos e pos-transducionais, conduzindo o

envelhecimento a uma variagéo significativa entre populagdes, individuos da mesma etnia e até
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entre diferentes locais anatdmicos do proprio individuo. As alteracdes sdo instaladas de forma
gradual e estdo intimamente ligadas com a qualidade e habitos de vida, sendo visualmente

perceptiveis em uma idade avancada (POLJSAK; DAHMANE; GODIC, 2012; TOBIN, 2017).

Os mecanismos genéticos contribuem com menos de 3% do processo de
envelhecimento. Essa teoria envolve as porcoes terminais dos cromossomos, os telomeros, que
encurtam a cada ciclo celular e quando atingem um tamanho critico, ocorre a parada do ciclo
celular ou apoptose. Segundo PENG et al., 2015, o papel do encurtamento dos telémeros nas
células-tronco da pele permanece incompreensivel, uma vez que 0s niveis detectaveis de
proteina da telomerase e sua atividade sdo apenas detectados em certos componentes de células-
tronco da pele, em células da epiderme basal, em queratindcitos e no componente protuberante
do foliculo piloso. Ndo sendo detectada em células epiteliais humanas ou fibroblastos

(POLJSAK; DAHMANE; GODIC, 2012; PENG et al., 2015).

Outra teoria que promete explicar o processo de envelhecimento se concentra no dano
ao DNA e ao simultaneo processo de reparo, que induz a alteragfes epigenéticas em todo o
genoma, levando a senescéncia celular, perda da funcdo celular adequada e aberracdes
gendmicas. O estresse oxidativo e a diminuicdo de niveis hormonais também sdo teorias que

contribuem para o processo do envelhecimento (POLISAK; DAHMANE; GODIC, 2012).

O estresse oxidativo é causado tanto por fatores intrinsecos como extrinsecos. Trata-se
de um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a defesa
antioxidante. O aumento dessa producdo pode levar a transcri¢do do fator c-Jun via MAPK
(proteinas cinases ativadas por mitogénio), ativando, por sua vez, o fator decisivo de transcri¢ao
AP-1 (proteina ativadora 1), que leva a expressdo de metaloproteinases da matriz extracelular,
MMP-1 (colagenase intersticial), MMP-3 (estromelisina 1) e MMP-9 (gelatinase b) e impede a
expressao de procolageno. Resultando em niveis elevados de colageno degradado. A producdo

ROS aumenta com a idade, e a capacidade das células da pele humana de reparar o DNA
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diminui do longo dos anos, logo, constitui um papel importante no envelhecimento (KOHL et

al., 2011; POLJSAK; DAHMANE; GODIC, 2012).

A diminuicdo da proliferacéo celular na epiderme e derme com consequéncia na reducao
de fibroblastos sdo consequéncias dos fatores enddgenos no processo do envelhecimento. A
diminuicdo da sintese e atividade de elastina e colageno comprometem a elasticidade,
resisténcia e hidratacdo da pele, podendo ter influéncia no processo de cicatrizacao lenta e
descamacéo ineficaz do estrato corneo. Além disso, a derme pode ficar atréfica e haver perda
de tecido adiposo na hipoderme. O encolhimento da juncdo dermo-epidérmica também pode
contribuir para a fragilidade da pele e na reducdo de nutrientes que suprem a epiderme e derme

(KHAVKIN; ELLIS, 2011; TOBIN, 2017).

Ainda que o processo de envelhecimento intrinseco seja inevitavel, o envelhecimento
extrinseco € susceptivel de precaucdo e tratamento, pois resulta da acdo de fatores externos,
como a poluicdo ambiental, instabilidade climatica, tabaco, alimentacdo, &lcool e
principalmente a exposicdo aos raios ultravioletas emitidos pelo sol. No entanto, é dificil
dissociar os dois tipos de envelhecimento, uma vez que a exposicdo aos fatores externos
contribuem acelerando o processo de envelhecimento intrinseco (POLISAK; DAHMANE;

GODIC, 2012; TOBIN, 2017).

A exposicdo a radiacdo ultravioleta (RUV) é responsavel por mais de 80% do
envelhecimento da pele, embora essa exposicdo também possa causar queimaduras e
bronzeados. O fotoenvelhecimento ocorre devido a exposi¢do acumulada ao sol sem protecdo
solar, levando a caracteristicas na pele como rugas acentuadas, pele amarelada com manchas,
textura aspera, seca e menos elastica. Em contrapartida, a pele envelhecida por fatores
endogenos apresenta aspectos mais sutis como, rugas finas e discretas, sem manchas, textura

mais lisa e ligeiramente atrofiada (TOBIN, 2017).
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2.3.1 Fotoenvelhecimento

O fotoenvelhecimento consiste em caracteristicas senescentes aceleradas devido ao
processo cumulativo de exposicao solar, que depende do grau de exposicéo e da pigmentacédo
da pele. Essas caracteristicas levam a alteragdes desfavoraveis na funcdo fisioldgica apds a
maturacdo, levando a morte. Sob outra perspectiva, o envelhecimento refere-se a passagem do
tempo do nascimento a morte, que é imparcial e independente quanto aos méritos e deméritos,
ndo podendo ser interrompido. Contudo, os efeitos da fotolesdo séo evidentes muitos anos antes

do envelhecimento intrinseco ser aparente (HAN; CHIEN; KANG, 2014; INOUE, 2017).

O espectro solar consiste em radiagdo eletromagnética com intervalos de comprimento
de onda, e incluem: radiacdo ultravioleta (100-400nm), luz visivel (400-780nm) e
infravermelho (>780nm). A radiacdo ultravioleta (RUV) que atinge a terra corresponde a 5%
desse espectro, porém é mais deletério para a pele (SVOBODOVA; WALTEROVA,

VOSTALOVA, 2006; TOBIN, 2017).

A RUV compreende trés categorias, UVA, UVB e UVC e diferem de acordo com o
comprimento de onda e o nivel da camada da pele que esses raios atingem. Parte da radiacédo é
absorvida pela camada de ozdnio (até 310 nm), portanto, os raios UVC em sua totalidade, ndo
atingem a terra, pois o comprimento de onda varia de 100 — 290 nm. Além disso, grande parte
dos raios UVB também ficam barrados na camada de ozonio (Figura 4) (SVOBODOVA,;

WALTEROVA; VOSTALOVA, 2006).
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Figura 4 - Espectro solar. O espectro solar € composto por radiacfes eletromagnéticas com intervalo de
comprimento de onda. UVC (100 — 290 nm), UVB (290 — 320 nm), UVA (320 — 400 nm), luz visivel (400 — 780
nm) e infravermelho (> 780 nm). Fonte: a autora.

O comprimento de onda é inversamente proporcional & energia que as radiagles
conduzem. Dessa forma, a radiacdo UVA (320 — 400 nm), com maior comprimento de onda é
absorvido menos intensamente nas camadas da pele, atingindo queratindcitos da epiderme e
fibroblastos da derme, enquanto a radiacdo UVB (290 — 320 nm) , apesar de apenas parte atingir
a terra, possui um menor comprimento de onda, com maior energia, sendo profundamente
absorvido na epiderme, levando a uma resposta aguda (Figura 5) (SILVEIRA, PEDROSO,

2014; INOUE, 2017; TOBIN, 2017).
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Figura 5 - Exposicéo a radiagdo ultravioleta na pele. As radiagdes ultravioletas sdo absorvidas pelas camadas da
pele de acordo com o comprimento de onda que atinge a terra. A radiacdo UVC (100 — 290 nm) fica barrada na
camada de ozdnio. A UVB (290 — 320 nm) atinge a epiderme e UVA (320 — 400 nm) atinge epiderme e derme.
Fonte: a autora.

Por tratar-se de um processo cumulativo, a pele gravemente fotoenvelhecida possui
caracteristicas marcantes devido as alteracGes histoldgicas observadas na epiderme e derme. As
alteracbes na epiderme contribuem para o aspecto e textura aspera e pigmentacdo irregular,
devido queratindcitos atipicos e uma distribuicdo irregular de queratinécitos e melanina. J& as
alteracbes dérmicas, a principal caracteristica ¢ a perda de elasticidade, caracterizada pela

elastose solar, devido a degradacédo de fibras elasticas, reducdo das fibras de colageno e aumento

da substancia fundamental amorfa (RIJKEN, BRUIJINZEEL-KOOMEN, 2011).

A exposicdo a UVB provoca danos diretos na estrutura DNA, promovendo distor¢des
em sua estrutura, interferindo no processo de replicacéo e transcricdo, levando a mutacdes no

material genético. Essa interacdo induz processos oxidativos causando a formacgédo de
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fotoprodutos, sendo os mais comuns dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD) e 6,4-pirimidina-
pirimidona (6,4-PP), que podem estar relacionadas a lesdes cutdneas pré-malignas

(fotocarcinigénese) (Figura 6) (SVOBODOVA, WALTEROVA, VOSTALOVA, 2006;

INOUE, 2017) .
Pirimidinas
Adjacentes
O H
AN 1 |
s =N,
== / ~ .
J\A,—'—N N Cc =0
y H C | 3
@ T
..‘\7\ " Pll
) \ /C \,\ e i
fou, g
.-/.‘
Radiacdo
Ultravioleta
; O H H
A 1 ‘ |
\>_\ C — N« C — N~
\ / s .
ReM N6 g =0 r Y, N’ 6 c=0
/ i - ( / 5 I C
s /’ N\
p i CHq // [ CH,
\
& ol w ON > M
S 1 l . ] |
N — N~ N\ S = N
R, % ™ 4 \_{. 7 J\‘ .
N e g [c=0 F& 4 4 C=0
/ ) O3 C . C
7 )7 o The CH
e 3
CPD 6,4-PP

Figura 6 - Os CPDs resultam de ligac6es covalente entre pirimidinas adjacentes da mesma cadeia de DNA pela
formacdo de um anel de ciclobutano nas posi¢es C-5 e C-6. As 6,4-PP sdo resultado da ligacdo covalente ndo
ciclica entre duas pirimidinas adjacentes na mesma fita de DNA, entre as posi¢des C-6 e C-4, sem formacdo de
anel. Adaptado de: Molecular Biology Web Book — DNA replication, mutation and repair.

A proporgdo dos danos causados por CPDs e 6,4-PP sdo 75% e 25%, respectivamente.
Sendo, os danos 6,4-PP reparados com mais facilidade pelo sistema de reparo por exciséo de
nucleotideos (NER), podendo acontecer em até 6h. Como os danos do tipo CPD nédo conseguem
ser facilmente reparados (demora até 24h), acontecem de forma mais frequente. A replicacdo

dos dimeros pode levar a mutagdes pontuais, caso as células ndo consigam ser reparadas antes
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do processo de replicacdo, sendo timina-citosina (TC) e citosina-citosina (CC) as mais
mutagénicas, e suas mutacdes se relacionam, frequentemente, ao gene TP53. O processo de
apoptose ou reparo liderado pelo gene P53, quando for ineficiente, pode sofrer mutacdo e
aumentar a probabilidade de desenvolvimento da celula cancerosa ( SCHUCH et al., 2009;

INOUE, 2017).

Mutacbes em genes com importantes funcOes regulatdrias também podem ser
observados no processo inicial da tumorigénese, como: TP53, RAS, P16INK4A e receptor do
fator de crescimento epitelial (EGFR). Nucleotideos ndo reparados ou mal reparados se
acumulam de forma gradativa nas células a medida que a pessoa envelhece, porque a
capacidade de reparo do DNA diminui conforme o envelhecimento. Ao passo que as mutacdes
se acumulam, a funcdo celular também diminui, resultando em senescéncia do tecido ( INOUE,

2017; MARTENS et al., 2018).

As respostas induzidas por UVA nas células ocorrem indiretamente por processos
oxidativos. Através da geracao de espécies reativas de oxigénio (EROS), podem causar danos
as proteinas celulares, lipidios e acidos nucleicos envolvidos no processo de transcricdo do
DNA, levando a mutagdes indiretas, sendo a 8-0x0-2'-desoxiguanosina (8-0xo-dG) a lesdo mais
frequente induzida no DNA. Profundamente penetrante a UVA leva a danos do tecido
conjuntivo na derme e também tem sido associada a 67% dos melanomas malignos. O UVB
também participa de danos indiretos as macromoléculas, provocando a producdo de radicais
livres e a reducéo dos antioxidantes da pele (SVOBODOVA, WALTEROVA, VOSTALOVA,

2006; INOUE, 2017; TOBIN, 2017).

A energia liberada pela radiacdo é absorvida por cromoforos celulares (como, DNA e
aminoacidos aromaticos), sendo convertido em energia quimica. Quando energizados
constituem uma das principais fontes de radicais livres. Ao serem emitidas, alteram a 6rbita dos

elétrons, tornando os atomos, especialmente de oxigénio, altamente reativos, com formacéo de
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oxigénio molecular, perdxido de hidrogénio e outros radicais relacionados a deplecdo dos
sistemas de defesa antioxidantes, podendo reagir com moléculas do DNA, alterando seus
processos de duplicacdo e codificacdo de proteinas, induzindo o dano ( RABE et al., 2006;

POLJSAK, DAHMANE, GODIC, 2012).

Grande parte do oxigénio consumido pelos tecidos é advindo do metabolismo oxidativo
que envolve a reducdo de oxigénio molecular na mitocondria por fosforilacao oxidativa, porém,
somente 95 a 98% desse oxigénio € consumido, o restante pode nédo receber todos os elétrons e
produzir ERQOS, levando a mutacdes no DNA mitocondrial, que podem estar envolvidas no

processo de envelhecimento (RABE et al., 2006; POLJSAK; DAHMANE; GODIC, 2012).

A resposta celular a RUV envolve vias de transducdo de sinal e fatores de transcricao,
como p38, MAPK, ERK1 / 2, INK. As MAPKSs sdo proteinas quinase ativada por mitdgeno,
envolvidas na regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e adaptagdo celular ao estresse e
apoptose. A ativacao de subfamilias das MAPK, como a quinase regulada por sinal extracelular
(ERK), a quinase c-Jun N-terminal (JNK) e as quinases p38, resulta no aumento da expressao
do fator de transcricdo c-Jun na pele, que em conjunto com o fator de transcrigcdo
constitutivamente expresso (c-Fos) formam um complexo denominado fator de transcricdo

proteina ativadora AP-1 (SILVEIRA; PEDROSO, 2014).

A proteina AP-1 leva a inducdo de membros da familia das metaloproteinases de matriz
(MMP), capazes de degradar estruturas proteicas como o colageno, elastina e outras proteinas
presentes na matriz extracelular da pele. Os niveis de MMPs aumentam quando expostos a
RUV devido a degradacdo do tecido. Esse aumento também envolve a geracdo de EROS, pois

oxidantes ativam MMPs (QUAN et al., 2009; SILVEIRA, PEDROSO, 2014).

As metaloproteinases envolvidas sdo: MMP-1 (colagenase), que degrada fibras de

colageno do tipo | e Ill, a MMP-3 (estromelisina-1), degrada colageno do tipo IV e MMP-9



36

(gelatinase-B), degrada fragmentos de colageno gerados pela MMP-1. Uma vez ativada, todas
as MMPs podem ser inibidas por inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS) que sdo
regulados por citocinas (IL-1, IL-6, TNF- a) e fatores de crescimento. No entanto, apés a
exposicdo a RUV, a degradacdo de MMPs ¢ elevada, superando a expressdo de TIMPs,
promovendo a degradacdo da matriz celular (QUAN et al., 2009; SILVEIRA, PEDROSO,
2014).

Além disso, a exposicdo a radiacdo UVA induz a producdo de Oxido nitrico sintetase
(iNOS), enzima que catalisa a superproducéo de éxido nitrico (NO), um radical livre envolvido
na inibicdo da proliferacdo de fibroblastos na derme. Estudos realizados por Choe et al.,
(2003) demonstraram que o doador de NO poderia ainda, aumentar niveis de expressdo de
metaloproteinases (MMP-1 e MMP-2), levando a alterag6es no tecido conjuntivo da pele,

também observadas no fotoenvelhecimento (CHOE et al., 2003).

2.4 Métodos alternativos a utilizacdo de animais

Os animais sdo fundamentais para o avan¢o da ciéncia devido a semelhanca com o
organismo humano, porém métodos alternativos estdo cada vez mais sendo implementados na
ciéncia moderna para contribuir com a pesquisa cientifica, diminuindo assim o uso de animais
para um nimero minimo, sempre que possivel ou refinando técnicas metodoldgicas com o
intuito de diminuir a dor ou desconforto sofrido pelos animais durante os testes (FLECKNELL,

2002).

A preocupacgdo com a utilizagdo de animais em testes clinicos € uma causa antiga que
tem tomado espaco nos ultimos anos. No século XIX, o pesquisador Marshall Hall propds um
codigo de ética na pratica da pesquisa, no qual incluiam a reducgéo de repeti¢cGes desnecessarias
para obtencdo de resultados, reducdo da dor imposta aos animais e mencionou ainda a

substituicdo de animais de grande porte por animais menores. No final da década de 50, Russel
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e Burch propuseram uma nova ciéncia e publicaram o livro “Principles of Humane
Experimental Technique” (Principios da Técnica Experimental Humana), langando o conceito
dos 3Rs: ”Reduction, Replacement e Refinement” (Reducdo, Reposicdo e Refinamento) para
guiar uma utilizacdo mais poupada e proveitosa de animaisna experimentacdo

(TANNENBAUM; BENNETT, 2015).

Conceituando o principio dos 3Rs, a reducdo apresenta a ideia de usar sempre que
possivel o menor nimero de animais durante a pesquisa para obter quantidade e precisao; a
reposicdo se remete ao uso de modelos alternativos de pesquisa, como exemplo podemos citar
0 uso de técnicas in vitro de cultura de células e tecidos; o refinamento visa o aperfeicoamento
de todos os processos envolvidos na pesquisa experimental, com o objetivo da reducdo do uso

e sofrimento (dor e estresse) dos animais (TANNENBAUM; BENNETT, 2015).

O principio sugerido por Russel e Bruch em 1959 ndo teve relevancia significativa
naquela época, e sim a partir da década de 80, onde 6rgaos estatais de cada pais desenvolveram
leis e protocolos com base no principio dos 3Rs, identificando obrigacGes legais envolvidas na
busca de reduzir, refinar e substituir o uso experimental de animais, sempre que possivel. A
busca por desenvolver, validar e discutir alternativas para a substituicdo de teste em animais
estimularam e resgataram interesses de diversas instituicdes no oferecimento de encontros e

seminarios para discussdo em prol da causa (CAZARIN; DUQUE, 2004).

No Brasil, em 2008, foi aprovada a lei 11.794/2008, conhecida como Lei Arouca, que
regulamenta o uso de animais em pesquisa e ainda estabelece a criagdo do Conselho Nacional
de Controle em Experimentagdo Animal (CONCEA). As competéncias atribuidas ao CONCEA
sdo muitas e envolvem: expedir e fazer cumprir normas relativas a utilizacdo humanitaria de
animais com finalidade de ensino e pesquisa; credenciar as instituicdes para criacdo ou

utilizacdo dos animais; monitorar e avaliar novas técnicas alternativas em substitui¢do ao uso


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/2008/lei/l11794.htm
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de animais tanto no ensino como na pesquisa; estabelecer e rever normas técnicas de instalacédo

e funcionamento de biotérios e laboratorios de experimentacao (BRASIL, 2008).

O CONCEA conta ainda com entidades locais nas institui¢des, as Comissdes de Eticas
no Uso de Animais (CEUA), que avaliam projetos de pesquisa para aprovacgao ou nédo, seguindo

as diretrizes postuladas pelo conselho (BRASIL, 2008).

Em 2012, através da portaria n® 491, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovago
(MCTI) criou a Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA), composto por
laboratorios centrais e associados de ambito publico ou privado, que tem por responsabilidade
estimular a implementacdo de métodos alternativos, monitorar o desempenho de laborat6rios
associados, promover o desenvolvimento, validacdo e certificacdo de novos métodos com
qualidade dos ensaios (BRASIL, 2012).

A validacdo dos métodos alternativos envolve a confiabilidade e a relevancia de uma
abordagem, método, procedimento ou avaliagdo para uma finalidade definida. Na Europa, por
exemplo, foi criado o Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos (EURL-
ECVAM), no qual é o responsavel pela validacdo desses métodos e publicacdo de relatérios e
atualizagdes sobre o desenvolvimento, validacdo e aceitacdo regulatéria dos mesmos, além
disso, possui um sistema que fornece informacdes e atualizacBes de status de novos métodos
desenvolvidos até a sua valida¢do (PELLEVOISIN; BOUEZ; COTOVIO, 2018).

A resolucdo normativa do CONCEA n° 18, reconhece dezessete métodos alternativos
validados ao uso de animais em atividades de pesquisa no Brasil. Os métodos estdo divididos
em sete grupos e incluem alternativas de substitui¢ao para testes de irritacdo e corrosdo da pele
e ocular, fototoxicidade, absorcdo cutanea, sensibilizacdo cutanea, toxicidade aguda e
genotoxicidade (Tabela 3). Todas as alternativas descritas na normativa estéo validados por
centros internacionais de validagdo, com protocolos publicados pela Organizacdo para a

Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD), e possuem aceitacdo regulatoria
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internacional. Ficando estabelecido o prazo de até cinco anos para substituicdo obrigatéria dos

testes em animais para os metodos alternativos validados, cabendo a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA) verificar a apresentacdo de dados que comprovem a seguranca

dos produtos que sdo registrados na agéncia (BRASIL, 2014).

Tabela 3 - Métodos alternativos validados ao uso de animais em atividades de pesquisa no Brasil de acordo com

BRASIL (2014).

Grupos

Avaliacéo do potencial de
irritacdo e corrosdo da pele

Avaliacéo do potencial de
irritacdo e corrosdo ocular

Avaliagdo do potencial de
fototoxicidade

Avaliacéo de toxicidade aguda

Avaliacéo de genotoxicidade

Métodos / Guia OECD

- Corrosdo dérmica in vitro: Teste de Resisténcia Elétrica Transcutanea
(OECD 430)

- Corrosdo dérmica in vitro: Teste da Epiderme Humana Reconstituida
(OECD 431)

- Teste de Barreira de Membrana in vitro (OECD 435)

- Teste de irritagdo Cuténea in vitro (OECD 439)

- Teste de Permeabilidade e Opacidade de Cérnea Bovina (OECD 437)
- Teste de Olho Isolado de Galinha (OECD 438)

- Teste de Permeacdo de Fluoresceina (OECD 460)

- Teste de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU (OECD 432)

- Absorg¢do cutnea método in vitro (OECD 428)

- Sensibiliza¢do cutanea: Ensaio do Linfonodo Local (OECD 429)

- Versbes ndo radioativas do Ensaio do Linfonodo Local (OECD 442A e
442B)

- Toxicidade Aguda Oral — Procedimento de Doses Fixas (OECD 420)
- Toxicidade Aguda Oral — Classe Toxica Aguda (OECD 423)
- Toxicidade Aguda Oral — Procedimento “Up and Down” (OECD 425)

- Estimativa da dose inicial para teste de toxicidade aguda oral sistémica
(OECD 129)

- Teste do Microntcleo em Célula de Mamifero in vitro (OECD 487)

2.4.1 Pele Humana Reconstruida in vitro

Em razdo das mudancas regulatdrias apresentadas anteriormente, os modelos in vitro

mostraram ser ferramentas Uteis e eficazes para estudos em pesquisa, porém técnicas
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convencionais baseadas em cultura de células, como culturas em monocamadas (2D), ndo sdo
representantes fidedignos a morfologia complexa e os aspectos organizacionais da pele
humana. Acredita-se que um modelo tridimensional de pele humana reconstruida seja um
candidato promissor, pois seu desenvolvimento e cultivo além de ser realizado em um ambiente
tridimensional, assim como a pele humana, expressa diferentes receptores, tem capacidade
proliferativa, sintese de matriz extracelular e fun¢bes metabolicas (BROHEM et al., 2011,

FERNANDEZ et al., 2014).

Os primeiros modelos in vitro envolveram queratindcitos humanos oriundos de cultura
de células primarias, onde se proliferavam e diferenciavam na derme profunda. O modelo ficou
intitulado como equivalente vivo da pele, amplamente utilizados em clinicas para queimaduras
graves e feridas crénica. Em busca de melhorias, foi desenvolvido o cultivo dos queratindcitos
de cultura primaria (extraidos de bidpsia de pele humana) em uma membrada de suporte, que
permitisse a proliferacdo e diferenciacdo na epiderme humana reconstruida. Modelos
comerciais estdo disponiveis envolvendo as duas abordagens, como EpiSkin®, EpiDerm®,

SkinEthic® (BROHEM et al., 2011; FLATEN et al., 2015).

Atualmente existem modelos que representam a espessura total da pele. Sobre matrizes
de colageno povoadas de fibroblastos (representando a derme) e uma justaposicao epidérmica
povoada por queratindcitos, representando a epiderme. Os modelos com espessura total sao
comercializados e podem ser aplicados a estudos de interacdo célula-célula, proliferacao e
diferenciacdo celular, triagem de desenvolvimento de formulacdo farmacoldgicas, modelos
cosméticos, fotoenvelhecimento, sensibilidade aos RUV e cancer de pele, além da possibilidade
de serem manipulados facilmente, podendo servir de pilares para modelos com alteracGes
genéticas especificas. Alguns disturbios de pele também podem colher beneficios ao utiliza-13,
como estudos para vitiligo, queloides, genodermatoses e epidermélise bolhosa (BROHEM et

al., 2011; FLATEN et al., 2015; PELLEVOISIN; BOUEZ; COTOVIO, 2018).
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Atualmente, com o constante avangco das pesquisas, modelos de pele in vitro foram
aperfeicoados, agregando diferentes tipos de células, como melandcito e precursores das células
de Langerhans, permitindo que diversas funcGes da pele sejam replicadas, abrangendo novos
caminhos para a pesquisa. Algumas limitac6es ainda tornam o modelo inferior a pele humana,
porém superior aos modelos em monocamada, dentre as limitacdes estdo: a auséncia de
vascularizacdo na pele, sem formacdo de foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas,
auséncia de células do sistema imunolégico (BROHEM et al., 2011; PELLEVOISIN; BOUEZ;

COTOVIO, 2018).

A pesquisa direcionada aos modelos levam a conhecimentos na compreensdo do
mecanismo a ser modelado, identificacdo dos componentes celulares e a procura por condi¢des
de cultura ideais para promover sua proliferacdo e diferenciacdo celular, pois o
desenvolvimento envolve um periodo prolongado em cultura, com diferentes fatores
suplementares que suprem as necessidades das células de modo necessario para proliferacédo e
diferenciacdo. As linhagens celulares podem ser de origem primarias ou imortalizadas, sendo
que as células primarias tém um tempo de vida limitado, limitando o nimero de reconstrucdes,
além disso, dependem da permissdo do Conselho de Etica para serem reproduzidas, uma vez
qgue consistem de tecidos extraidos de biopsia humana. Em contrapartida as células
imortalizadas apresentam maior reprodutibilidade. A tabela 4 mostra as vantagens dos modelos
tridimensionais de pele humana (BROHEM et al., 2011; PELLEVOISIN; BOUEZ; COTOVIO,
2018).

Tabela 4 - Vantagens dos modelos tridimensionais de pele humana. Adaptado de: RADEMACHER et al., (2018).

Trata-se de um modelo humano

Um modelo de pele 3D representa realisticamente as caracteristicas estruturais da pele humana (consiste em
uma epiderme totalmente diferenciada e estratificada, que mostra uma fisiologia de barreira semelhante a da
pele humana normal)

Sem consideragOes éticas importantes em relagdo ao uso de animais
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Pode ser modificado (por exemplo, adicionando citocinas especificas e fatores de crescimento para simular
condicdes inflamatorias e doentes)

E por si s6 estéril e pode ser seletivamente colonizado por microorganismos especificos

Microorganismos de interesse podem ser aplicados na superficie para estudar sua interacdo com uma barreira
intacta ou podem ser adicionados ao meio de cultura para simular a penetracdo da barreira

E possivel usar e estudar células derivadas de pacientes (por exemplo, queratindcitos de pacientes com dermatite
atopica ou psoriase) e focar em tipos especificos de células. As células imunoldgicas podem ser integradas

Células portadoras de mutacGes intrinsecas especificas podem ser usadas (por exemplo, por interferéncia de
RNA)

As células que superexpressam o gene de interesse pode ser usado

Modelos padronizados de pele humana estdo disponiveis comercialmente

Os modelos validados e comercializados sdo produzidos no exterior e vendidos em Kits
especificos, ndo possibilitando o uso em algumas pesquisas que envolvem mudancas
morfologicas ou moleculares. Além disso, a dificuldade para importacdo ¢ um problema
pertinente. Portanto, estratégias que permitam a reconstrucdo de pele humana em uma
arquitetura tridimensional valida no Brasil, sera de grande relevancia para pesquisas e industrias

(PEDROSA, 2016).

2.4.2 Pele Humana Reconstruida in vitro no envelhecimento da pele

Pesquisas desenvolvidas por diferentes métodos mostram que modelos de pele
reconstruidas sdo ferramentas de escolha para entender os mecanismos bioldgicos que
acompanham e induzem o aparecimento dos sinais clinicos relacionados ao envelhecimento

(PELLEVOISIN; BOUEZ; COTOVIO, 2018).

Modelos de pele reconstruidos foram utilizados para avaliar a diferenca da origem e
idade das células de fibroblastos na pele. Foi demonstrado que equivalentes dérmicos contendo
fibroblastos papilares eram mais potentes na promocdo da morfogénese de uma epiderme
estratificada e diferenciada corretamente do que aqueles que continham fibroblastos da reticula

derme. Essas diferencas foram ainda mais evidenciadas, & medida que a idade dos doadores de
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fibroblastos aumentava. Alem disso, a secrecdo de (MMP-1) e fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) aumentaram na presenca de fibroblastos papilares, enquanto os niveis de
MMP-3 e fator de crescimento de queratindcitos (KGF) foram maiores na presenca de
fibroblastos reticulares. Contudo, descobriu-se que fibroblastos papilares e reticulares exercem
funcBes e atividades distintas na pele, podendo ter influéncia em processos de cicatrizacao e

envelhecimento da pele (MINE et al., 2008).

Os Produtos Finais de Glicacdo Avancada (AGES) sdo aclcares que reagem com a
porcdo amina livre de lisina e arginina nas proteinas, ocorre de forma lenta e trata-se de um
processo ndo enzimatico de proteinas da matriz extracelular (MEC) na derme. A formacéo de
AGEs sdo comuns na fisiopatologia de disturbios relacionados ao envelhecimento,
comprometendo a cicatrizacdo e perda de elasticidade da pele. Com intencdo de analisar o papel
desempenhado pelos AGEs na pele, PENNACCHI et al., 2015, desenvolveu uma pele
reconstruida de espessura total com fibras de colageno glicadas. Como resultado, descobriu-se
que a glicacdo do colageno induziu a expressdo de carboximetililina (LMC) na derme e
epiderme e, decorrente disso, um fendtipo de envelhecimento que consiste em uma fraca
estratificacdo de camadas epidérmicas e vacuolizacdo do citoplasma de queratindcitos. Além
do aumento da expressdo de marcadores de adesdo célula-célula, como desmogleina e E-

caderina, em peles glicadas (PENNACCHI et al., 2015).

Como ja mencionado anteriormente, a exposic¢do acumulada aos RUV pode induzir uma
interrupcdo na arquitetura normal da pele e, finalmente, causar fotoenvelhecimento prematuro
e até cancer de pele. Dessa forma, os efeitos dos RUV (UVB e UVA) sdo investigados
continuamente em modelos de pele reconstruida com espessura total combinando exposi¢do

acumulada ou tratamentos especificos (PELLEVOISIN; BOUEZ; COTOVIO, 2018).

Para investigar a influéncia de fibroblastos cronicamente fotoexpostos na pigmentacéao

cutanea, Bernerd e Asselineau, 2008, desenvolveram e caracterizaram um modelo funcional de
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pele reconstruida pigmentada, composta por uma epiderme contendo melanadcitos, cultivada em
um equivalente dérmico com fibroblastos. A epiderme reconstruida em equivalentes dérmicos
contendo fibroblastos de uma pele fotoenvelhecida (trés cepas diferentes, doadores com mais
de 70 anos de idade) foi comparada com modelos de pele reconstruida contendo fibroblastos de
um jovem néo exposto pele (16-21 anos, trés cepas). Os dados demonstram que a presenca no
equivalente dérmico dos fibroblastos fotoenvelhecidos naturais, em comparacdo com 0s
fibroblastos jovens ndo expostos, estimula a pigmentacao epidérmica, conforme revelado por
um aumento no conteudo de melanina. Esses resultados sugerem claramente que os fibroblastos
de uma pele exposta ao sol cronicamente podem contribuir para a hiperpigmentacdo observada

durante o fotoenvelhecimento (BERNERD; ASSELINEAU, 2008).

Em um estudo experimental, Song et al., em 2017, explorou os efeitos
antienvelhecimento de um peptideo, denominado PAL-12. Para tal, foi utilizado um modelo de
pele reconstituido completo, ja validado e comercializado, o Keraskin-FT, no qual foi exposto
a radiacdlo UVB (125 mJd/cm?) e posteriormente tratado topicamente com PAL-12.
Curiosamente PAL-12 suprimiu a expressdo de MMP-1 induzida por UVB e aumentou
ligeiramente os niveis de expressdo de colageno-1 e fibronectina-1. Além disso, PAL-12 impediu
a diminuicdo da viabilidade celular ap6s a exposicdo a radiacdo. Esses resultados indicam o
PAL-12 como novo candidato eficaz contra o fotoenvelhecimento cutaneo induzido por UVB

(SONG et al., 2017).

Diante do exposto sobre o tema abordado, este trabalho destaca a importancia e o poder
da pele humana reconstruida para modelar diferentes sistemas biologicos para decifrar

mecanismos complexos e desafiar diferentes hipoteses.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Padronizar um modelo de pele humana reconstruida fotoenvelhecida por Radiacéo

Ultravioleta B a partir de linhagens de células permanentes.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a viabilidade celular do modelo e da aplicabilidade das diferentes doses de
exposicao a radiacdo UVB;

- Analisar a arquitetura histoldégica do modelo antes e ap0s a exposicao a radiacao UVB,;
- Definir marcadores e critérios para futuro estudos de fotoenvelhecimento no modelo;

- Investigar a atividade proteolitica de metaloproteinases de matriz envolvidas no
processo do fotoenvelhecimento;

- Avaliar o potencial genotdxico da menor dose de exposicdo a radiacédo ultravioleta B

(50mJ/cm?) no qual o modelo foi exposto.



4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Estudo experimental in vitro.

4.2 Delineamento experimental

Padronizacdo da pele humana reconstruida
fotoenvelhecida

Cultura de Células Geragdo do modelo de pele humana
Fibroblasto Humano reconstruida fotoenvelhecida

Queratindcito Humano

I Atividade .
Avaliagdo da NN TV o Ensaio de
N Analise histologica proteolitica de .
viabilidade celular MMPs genotoxicidade

Figura 7 - Fluxograma das atividades desenvolvidas.

4.3 Padronizacdo da pele humana reconstruida fotoenvelhecida

4.3.1 Cultura de células

46

O modelo de pele humana reconstruida fotoenvelhecida in vitro foi desenvolvido a partir

da reproducdo do modelo PHR-UFAM previamente desenvolvido por Sousa (2018), com

modificacdes, no Laboratério de Atividades Bioldgicas — BIOPHAR. O modelo é desenvolvido

a partir do cultivo de células de origem humana de fibroblasto humano (MRCS5) e queratindcitos

humanos (HaCat) de linhagens permanentes, oriundas do banco de células da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas. Para andlise proteolitica de
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metaloproinases, foi utilizado o cultivo de células de fibrosarcoma humano (HT1080) de
linhagens permanentes, oriundas do banco de células da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

da Universidade Federal do Amazonas.

A linhagem celular MRC5 e HT1080 foram cultivadas e mantida em garrafa apropriada
para esta finalidade e a linhagem celular HaCat foi cultivada em garrafas estéreis para cultura
celular cobertas com colageno do tipo IV. As células foram cultivadas em meio de cultura
Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino e

1% de antibidtico Penicilina/Estreptomicina, mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO..

Para manutencdo das peles em cultivo, o meio de cultivo RAFT foi preparado de acordo

com Souza (2018), com modificaces.

4.3.2 Geracdo da pele humana reconstruida fotoenvelhecida

Inicialmente, para elaboracdo do modelo PHR-UFAM foi utilizado mistura de colageno
tipo 1 (700 pL), tampdo de reconstituicdo (contendo NaOH 0,05 M; NaHCOs 2,2%; HEPES
200 mM - 108 uL) e mistura de nutrientes HAM-F12 10x (108 uL por pele), em que serdo
adicionadas as células cultivadas de MRC5 (na proporcéo de 25 x 10%), ressuspensas em Soro
Fetal Bovino (50 pL por pele). A combinacdo de meio, tampéo de reconstitui¢do, nutrientes e
células, serdo transferidos para uma placa contendo insertos do tipo transwell (no qual permite
o crescimento celular em trés dimensdes) e sera mantido em estufa a 37°C com injecdo de 5%
de COz por um tempo de 30 minutos. Tempo necessario para atingir o objetivo de gelificacdo

do colageno e estabilizacdo do pH (modificado de SOUSA, 2018).

Apbs os 30 minutos, foi adicionado na parte externa do inserto 1300 uL de meio de cultivo
RAFT (acrescido de Toxina colérica 1 uM, Insulina 5 mg/mL, Apo-transferrina 1 mg/mL,

Hidrocortisona-21 0,1 mg/mL, Epidermal Growth Factor 2 pug/mL e Transforming growth
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fator-o. TGF-a, 100 ug/mL). Sobre o compartimento dérmico formado, foi adicionado 100 pL
por pele da mistura de colageno 1V em meio de cultura DMEM e levado a estufa por 1 hora.
Apobs o tempo determinado, foi plaqueado suspenséo de células HaCat (50 x 10*) em meio de

cultivo RAFT, 300 pL por pele (Figura 8) (modificado de SOUSA, 2018).

Colageno | —— =
TR —y |3 ﬁ ESTUI:;:C
HAM-F12 10x ——, - P ¢
MRC5 —— : 3 — 5% 02
7 u| O
30 minutos

7 HaCat ~—a Colageno IV
+
ﬁ’ 1 hora ﬁ DMEM

. SR ﬁ/\ RAFT
Eagﬁl‘.a

Figura 8 - Representacdo esquematica para reconstru¢do de derme e epiderme. Uma mistura de colageno I,
nutrientes e fibroblasto humano (MRC5) serdo transferidos para uma placa contendo insertos do tipo transwell e
levados a estufa por 30 minutos. Em seguida, foi diluido e depositado colageno 1V sob a derme formada e
adicionado meio de cultivo na parte externa do inserto, e levado a estufa por 1 hora. Ap6s o tempo, foi depositado
queratindcitos humanos na parte interna do inserto. Fonte: a autora.

As células foram mantidas por 24 horas submersas meio de cultivo RAFT em estufa a
37°C com 5% de CO>. Posteriormente, 0 RAFT foi retirado do interior do inserto e substituido
por meio RAFT contendo também vitamina C (1 pL por pele), promovendo uma superficie ar-
liquida necessaria para estratificacdo da epiderme. A pele foi mantida por 10 dias em estufa a
37°C com injecdo de 5% de CO: para diferenciacdo dos queratinocitos da epiderme. A troca de
meio de cultura da parte externa ao inserto foi realizada a cada dois dias (modificado de

SOUSA, 2018).

Posteriormente aos 10 dias de cultivo, foi retirado o meio de cultura disposto na placa e
trocado por Tampé&o Fosfato Salino (PBS), onde as peles foram expostas a radiacao ultravioleta

B, emitidas por lampada Philips modelo TLK 40W/12R — UVB equipados com um filtro acetato
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de celulose (Kodacel). As doses utilizadas foram 50mJ/cm?, 150mJ/cm?, 500mJ/cm? e
1500mJ/cm?. Sendo, o tempo de exposicdo a radiacdo calculado de acordo com o guia OECD

432:

t (min.) = dose de irradiacio (J/cm?) x 1000

irradiancia (mwW/cm?) x 60

A intensidade da luz (irradiancia) foi avaliado antes de cada ensaio, utilizando um
medidor de ultravioleta de banda larga (modelo MRU-201) devidamente calibrado para esta
finalidade. O tempo de exposi¢do a luz é calculado através da aplicacdo na formula mencionada

acima, como resultado obtivemos o tempo em minutos (OECD, 2004).

Ap0s os devidos tempos de exposicao, as peles retornaram para estufa, substituindo o
PBS da parte externa do inserto por meio de cultivo RAFT, por 24 horas. Apos esse periodo,
0s métodos propostos abaixo foram realizados com o propdsito de avaliar os efeitos da radiacdo

ultravioleta B no modelo de pele humana reconstruida in vitro.

4.3.3 Condigdes para Padronizacdo do modelo

Durante o processo de padronizacdo do modelo, foi analisado o tempo de cultivo das
peles em estufa apos a realizacdo da montagem. Foram testadas as seguintes condi¢des: 10 dias,

15 dias e 18 dias de cultivo. Os resultados foram analisados por andlise histologica.

4.4 Analise histologica

Com o proposito de analisar morfologicamente os tecidos modificados por exposicao a

radiacdo, o controle utilizado foi a pele ndo exposta a RUV, denominada de NE.

As amostras da pele fotoenvelhecida foram isoladas em cassetes e imersas em recipiente

contendo formol tamponado a 10%, durante 24 horas (PENNACCHI et al., 2015).
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Apbs a fixacdo no formol, a pele reconstruida foi desidratada em alcool em sucessédo
crescente de porcentagem e limpa com xilol, em seguida, incluidas em parafina fundida a 60°C,
onde foram formados os blocos parafinados apds resfriamento. Os blocos formados foram
incluidos em um micrétomo, onde procedeu-se cortes histologicos sucessivos de 3 - 4 mm de
espessura e transferidos para o banho-maria para serem distendidos e dispostos em laminas de
microscopia limpas e identificadas, levados a estufa a 60°C até secagem (SOUZA, 2018;

PENNACCHI et al., 2015).

As laminas foram coradas segundo as técnicas de coloracdo de hematoxilina e eosina para

analise histologica por microscopia multifotonica.

4.5 Avaliacdo da viabilidade celular pelo método MTT

O ensaio quantitativo MTT foi realizado para avaliar a viabilidade celular das peles
reconstruidas apds a exposicdo a radiacdo ultravioleta B. Realizado conforme o guia OECD
439 (2010), com modificacdes, as peles reconstituidas foram colocadas em 300 pl de solucéao
MTT (3-[4,5- dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazoliobrometo) durante 2 horas. O MTT é
convertido em formazan azul pelas células vidveis. O produto de formazan azul precipitado é
entdo extraido da amostra utilizando 2 mL do solvente isopropanol por 1 hora. A concentracao
de formazan é medida pela determinacéo da densidade 6ptica a 570 nm utilizando um leitor de

placas.

Como controle negativo foi utilizada a pele ndo exposta a radiagédo (NE) e para controle
positivo foi utilizado um agente sensibilizante, o brometo de 4-nitrobenzila (3,7 pg/mL)

(SOUSA, 2018).
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4.6 Atividade Proteolitica de Metaloproteinases

Para investigar a atividade proteolitica das MMPs 2 e 9 foram aplicados o0 método da
zimografia. A técnica foi realizada a partir do sobrenadante obtido apds 24 horas de exposicao
das peles a radiacdo. A técnica consiste em eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida
(10%), copolimerizado com Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) e com a gelatina como substrato
(1%), no qual foram aplicados 30 pg de proteina (dosadas previamente pelo método de
Bradford) por canal. A eletroforese foi conduzida a condi¢des de 120 V por 1 hora e 30 minutos.
Apos a eletroforese, as enzimas foram renaturadas pela remogdo do SDS através da lavagem
do gel duas vezes, durante 15 minutos com Triton X-100. Em seguida, o gel ficou incubado
com solugéo previamente preparada (0,05 M TrisHCI - pH 8, 5 mM CaCl,, 5 uM ZnCly),
overnight, a 37°C. Posteriormente, o gel foi corado com uma solugéo de azul brilhante de
Comassie 0,5% sob agitagdo, por 30 minutos. Apos a coloracéo, o gel foi descorado em solucéo
de metanol 10% e &cido acético 10% até a percepcdo das bandas claras formadas. As
quantificacbes das bandas foram analisadas por densidade dptica de pixels no software ImageJ,

para isso, o gel foi digitalizado (Figura 9) (KUPAI et al., 2010; VANDOOREN et al., 2013).
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Figura 9 - Zimografia de gel com substrato especifico. O substrato é incorporado no gel de SDS-PAGE (gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio). Aplicado 30 uL de proteina por canal. Submetidos a eletroforese a
120V por 1 hora e 30 minutos. Lavagem do gel duas vezes com Triton X-100. Ap6s o gel foi incubado com solugdo
de incubacdo a temperatura de 37°C para o desenvolvimento da reacéo proteolitica. O gel foi corado e descorado,
e as bandas proteoliticas aparecem em um fundo escuro. Fonte: a autora.

O controle negativo utilizado foi o sobrenadante da pele ndo exposta a radiacdo. Foi
utilizado a célula HT1080 em um modelo de monocamada para marcacdo das MMPs no gel,

uma vez que, essas células expressam altas quantidades de MMP-2 e 9 (TAKAHASHI,;

TAKEDA; IMAI, 2013).

4.7 Ensaio cometa em pH alcalino

Os modelos de pele reconstruida fotoenvelhecida foram submetidas & degradacdo
enzimatica utilizando colagenase (Img/mL) com tampéo fosfato-salina (PBS) em banho-maria

a 37°C por 30 minutos, para a obtencdo de um concentrado celular foi centrifugado e obtido o
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sobrenadante. Este sobrenadante, posteriormente, foi utilizado para o método descrito a seguir

(SOUZA, 2018).

O concentrado celular (50 pL) foi incorporado a uma solucéo de agarose de baixo ponto
de fusdo. Em seguida, o obtido foi colocado em lamina de microscopia pré-revestida com
agarose 1%, de ponto de fusdo normal. Sobre a lamina foram colocadas laminulas até a
solidificacdo da agarose em temperatura ambiente. Apos o tempo de solidificacdo, as laminulas
foram removidas e as laminas imersas em uma solucdo de lise previamente preparada por 1h,
contendo 2,5 M NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris base, 1% Triton X-100, com ajuste para pH
10, a4°C. Apds a lise, as laminas foram lavadas trés vezes, cinco minutos cada vez, com solucéao
tampédo (40mM HEPES, 100 mM KCI, 0,5 Mm EDTA, 0,2 mg/mL BSA, com ajuste para pH

8) (SOUSA, 2018).

Em seguida, as laminas foram dispostas em posicao horizontal em uma cuba de
eletroforese preenchida com solucéo de eletroforese por 20 minutos para permitir o relaxamento
do DNA. A eletroforese foi conduzida por 20 minutos, com condicdes de 25 volts e corrente de

300 mA (SOUSA, 2018).

Apos a eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e imersas em solucéo tampéo
de neutralizacdo (0,4 M de Tris, com ajuste para pH 7,5) durante cinco minutos e fixadas em

etanol 100% (SOUSA, 2018).

Para anélise dos dados, as laminas foram lidas no microscopio de fluorescéncia,
utilizando 40 pL da solucdo de Syber Green. A anélise dos dados foram realizadas através
escores padrédo determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa formado, no qual
indica o grau de quebra do DNA, sendo 0 — sem dano, 1 — cauda inferior ao diametro do
nucleoide, 2 — cauda de tamanho igual ao diametro do nucledide, 3 — cauda maior que o
diametro do nucledide, 4 — o tamanho da cauda é o dobro ou o triplo do tamanho do didametro

do nucledide (SOUZA, 2018).
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Foram contados 50 cometas por lamina e os resultados foram expressos de acordo com

o indice do dano (ID) e frequéncia do dano (SOUZA, 2018):

ID =0 x (no de cometas grau 0) + 1 x (no de cometas grau 1) + 2 x (no de cometas grau 2) + 3

x (no de cometas grau 3) + 4 x (no de cometas grau 4)

Frequéncia do dano = 100 — (50 — no de cometas do grau) * 100/50

Sendo, a frequéncia de dano calculada como a porcentagem de todos os tipos de cometa

encontrado (grau 0 a grau 4) em relacdo ao total de cometas contados (50 em cada lamina).

Como controle negativo, foi utilizado a pele ndo exposta a radiacéo e o controle positivo
a pele tratada por 3 horas com etilmetanossulfonato (SEM - 10 uM), um mutagénico quimico

(SOUZA, 2018).

4.8 Analise estatistica

Os resultados de todos os ensaios foram expressos como média = desvio padrdo e
analisados estatisticamente, usando o software GraphPad Prism 6. Para analise de dados ndo
paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Os demais testes foram utilizados ANOVA
oneway seguido do teste de Tukey (indice do dano), ANOVA twoway seguido do teste de Sidak
(zimografia) e ANOVA twoway seguido do teste de Tukey (frequéncia do dano). Foram

considerados estatisticamente significativos os resultados com p value < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Padronizacéo da pele humana reconstruida fotoenvelhecida

Para a geracdo do modelo, os insertos com membrana transwell eram inseridos nos
pocos de placas de cultivo de 12 pogos. Células de MRC5 (25 x 10 4 por pele) de cultura
permanente foram depositadas nos insertos juntamente com coldgeno tipo I, tampédo de
reconstituicio e HAM F12 10x. Meio de cultivo RAFT contendo diversos fatores de
crescimento (citado anteriormente no item 4.3.2) foi adicionado na parte externa do inserto.
Sobre o compartimento dérmico formado foi adicionado 100 pL por pele da mistura de
coladgeno 1V em meio de cultura DMEM e posteriormente foi plaqueado suspensdo de células
HaCat (50 x 10*) em meio de cultivo RAFT. A pele foi mantida em estufa sob interface ar-

liquido por 10 dias com meio de cultivo RAFT acrescido de vitamina C.

Figura 10 — Cultivo do modelo de pele humana reconstruida. A) Insertos com membrana transwell inseridos em
placas de cultivo celular de 12 pogos. B) Modelo de pele humana reconstruido apds 10 dias de cultivo celular.

O tempo de cultivo da pele em estufa foi determinante para a padroniza¢do do modelo.
Trés condicbes diferentes foram testadas, discordante apenas no tempo de cultivo, e

posteriormente avaliadas por meio de analise histologica (Figura 11).
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Figura 11 - Padronizagdo do tempo de cultivo da pele humana reconstruida. Todas as condi¢des de cultivo e
processamento histoldgicos realizados foram iguais, exceto o tempo de cultivo que a pele permaneceu em estufa
apos a montagem. A) 10 dias de cultivo; B) 15 dias de cultivo; C) 18 dias de cultivo. Aumento 20x (barra = 50pm).
Analisando as condicOes testadas, a condicdo que melhor representou a estrutura
morfoldgica da pele humana, com epiderme e derme, em uma maior quantidade de células foi a
condicdo (A), representando 10 dias de cultivo. A condicdo (B) e (C) ndo houve formacédo de

epitélio continuo. Desta forma, a condicdo de cultivo de 10 dias foi selecionada para a

continuidade do projeto.

Dando continuidade a padronizacdo do modelo, ap6s os 10 dias, as peles foram expostas

a radiacdo ultravioleta B nas doses de 50mJ/cm?, 150mJ/cm?, 500mJ/cm? e 1500mJ/cm?.

O tempo de exposicéo foi definido de acordo com a aplicacdo na formula, e variou a cada
repeticdo, pois a irradiancia varia e € medida antes de cada experimento. Uma vez que foram
realizados trés experimentos independentes, a tabela 5 mostra a média da triplicata dos

experimentos em cada dose de exposi¢éo a radiacdo UVB.

Tabela 5 - Exposicéo a radiacdo ultravioleta B. O tempo de exposic¢ao sob cada condicdo seria exposta a radiacao
foi calculado pela aplicacdo na formula. A irradiancia é medida antes de cada experimento, utilizando um medidor

de ultravioleta. =

Dose de irradiancia Irradiancia Tempo de exposi¢cdo
0,05J/cm? ou 50mJ/cm? 0,68 mW/cm? 1 minuto e 13 segundos
0,15 J/cm? ou 150mJ/cm? 0,68 mW/cm? 3 minutos e 40 segundos

500mJ/cm? 0,68 mW/cm? 12 minutos e 15 segundos
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1500mJ/cm? 0,53 mW/cm? A7 minutos e 12 segundos

Ap0s a exposicdo, as peles retornaram para estufa por 24 horas. Apds esse periodo,

foram realizadas as analises de viabilidade celular das peles.

5.2 Avaliacao da viabilidade celular das peles

A citotoxicidade das diferentes doses de radiacdo foi analisada utilizando o ensaio de
MTT. A viabilidade celular da pele ndo exposta (NE) foi de 100%, enquanto houve uma
pequena reducdo na viabilidade nas doses menores (50mJ/cm? e 150mJ/cm?). Ja os resultados
das maiores doses (500mJ/cm? e 1500mJ/cm?) apresentaram uma reducéo da viabilidade celular

em mais de 50% (Figura 12).
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Figura 12 - Citotoxicidade das doses de radiagdo. NE = Pele ndo exposta a radiagdo; 50mJ/cm?; 150mJ/cm?;
500mJ/cm?; 1500 md/cm?. ****p<0,001 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado ao
controle da pele ndo exposta. Utilizou-se ANOVA oneway seguido do teste de Kruskal-Wallis.

As doses escolhidas para radiacdo UVB causaram diferencas visiveis na histologia da

pele, compativeis com os dados de citotoxicidade do ensaio MTT (Figura 13).

NE 50mJfem’ 150mJfem’ 500mJ/cm’ 1500m Jicm’

Figura 13 - Efeitos da radiagdo UVB na pele humana reconstruida. Fotomicrografia de cortes histologicos corados
por Hematoxilina-Eosina (HE). A) NE, ndo exposta, controle negativo; B) 50mJ/cm?; C) 150mJ/cm?; D) 500
mJ/cm?; E) 1500 mJ/cm?. Aumento de 20x (barra: 50um). F) NE, ndo exposta; G) 50mJ/cm?; H) 150mJ/cm?; 1)
500 mJ/cm?; J) 1500 mJ/cm?. Aumento de 100x (barra = 10um).

100X

Observou-se que, em doses maiores, 500mJ/cm? e 1500mJ/cm?, a radiagio UVB causou
adiminuicgdo da espessura do epitélio, separacao e vacuolizacao das células na camada epitelial.

Ao ocasionar o espessamento do epitélio, invadiu a matriz com colageno e ocasionou danos,
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lembrando uma degeneracdo basofilica do colageno. Também podemos observar a presenca de

nucleo picnotico (Figura 13).

Nas doses de 50mJ/cm? e 150mJ/cm?, os danos observados sd0 menores, porém ha uma
pequena presenca de vacuolizacdo das células na camada epitelial. S&o observados células com
caracteristicas de queimadura solar correspondentes a queratindcitos apoptoéticos. Resultado

que condiz com o encontrado no ensaio de viabilidade celular por MTT (Figura 13).

Em todas as doses de UVB estudadas houve alteragdo na camada epidérmica e pequena

vacuolizacdo. Observa-se gque a grandeza do dano é dose-dependente (Figura 13).

5.3 Atividade Proteolitica de Metaloproteinases

A atividade enzimatica de MMP-2 e MMP-9 foi avaliada por método zimografico. Com
a utilizacdo da técnica foi possivel analisar a atividade de metaloproteinases de matriz
extracelular 2 e 9 (Figura 14). Na menor dose de exposi¢do a radiagdo, 50mJ/cm?, houve um
aumento significativo da atividade das MMPs em relacdo ao controle ndo exposto. O aumento
das atividades de metaloproteinases ndo foi correlacionada com o aumento das doses de
exposicdo a radiagdo (50mJ/ cm?, 150mJ/cm?, 500mJ/cm? e 1500mJ/cm?). Este resultado pode
ser explicado devido a reducéo da viabilidade celular mostrado no método MTT (item 5.2), pois
a medida que diminui a quantidade de células viaveis, pode ocorrer a diminuicéo da atividade

de MMPs.
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Figura 14 - Atividade de MMP-2 e 9 em modelos tridimensional de pele humana reconstruida e em monocamada
(HT1080). A) Bandas formadas ap6s a degradacdo enzimatica de MMPs em gel de gelatina. B) Atividade de
MMPs 24 horas apds a exposi¢do a radiacdo ultravioleta B. ****p<0,001 foi considerado estatisticamente
significativo quando comparado ao controle da pele ndo exposta. Utilizou-se ANOVA twoway seguido do teste
de Sidak.

5.4 Avaliacao da genotoxicidade

A dissociacdo das células com colegenase 1mg/mL foi necessaria para obter células
suficientes para o ensaio do cometa em pH alcalino. No controle negativo, foi utilizado o
concentrado celular da pele ndo exposta a radiacdo e no controle positivo foi utilizado a pele

previamente tratada por 3h com EMS, antes de ser realizado a degradacédo do tecido.

Apenas a menor dose de radiacio foi utilizada para este ensaio (50mJ/cm?). A dose de
exposicao utilizada desencadeou atividade genotoxica, com resultados semelhantes ao controle

positivo (figura 15). A média + desvio padrdo do indice de dano foi de 93 + 12,61 e 101 £ 5,85,
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para 50mJ/cm? e EMS, respectivamente. Resultados com significancia em relagdo ao controle
s

EM
uv 50mJ uv 50mJ

negativo.

NE

15017
*kkk

100 A
501
0 A — .

NE EMS uv 50mJ

*kk*k

indice de dano

Figura 15 - Efeito da radiacdo UVB exposta a pele reconstruida na fragmentagdo do DNA pelo ensaio cometa
alcalino. A) Fotomicrografias dos danos na pele ndo exposta a radiacdo, pele tratada com (EMS) e da pele exposta
a UVB em pH alcalino. B) indice do dano causado pelo ensaio cometa em pH alcalino. ****p<0,001 foi
considerado estatisticamente significativo quando comparado ao controle da pele ndo exposta. Utilizou-se
ANOVA oneway seguido do teste de Tukey.

A frequéncia do dano encontrado na pele exposta a radiacdo variou entre todos 0s danos
possiveis, do grau 0 ao 4. Onde obteve uma frequéncia de 31,2 + 11,50 no grau 0 e 25,3 + 4,50
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no grau 4 (figura 16). Indicando que, mesmo na menor dose foi possivel observar dano ao
material genético.
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Figura 16 - Frequéncia do dano causado ao DNA pelo ensaio cometa em pH alcalino. A frequéncia do dano é
expressa em porcentagem (%), sendo a variagdo do grau 0 a 4 de fragmentagdo do DNA. ****p<0,001 foi
considerado estatisticamente significativo quando comparado ao controle da pele ndo exposta. Utilizou-se
ANOVA twoway seguido do teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho analisamos um modelo de pele humana reconstruida como
plataforma para estudos de fotoenvelhecimento. Dessa forma, o foco do trabalho foi realizar a
padronizacdo do modelo e posteriormente avaliar os efeitos causados pela radiacéo ultravioleta
no mesmo.

A pele obtida ap0s as alteragdes no protocolo, utilizando cultura de células permanentes,
mostrou-se semelhante aos modelos de pele humana reconstruida in vitro comercialmente
disponiveis, oriundos de cultura de células primarias, conforme descreve BROHEM et al.,
2011, quanto a presenca de uma epiderme constituida de varias camadas de queratindcitos e
uma matriz dérmica composta de fibroblastos embebidos em colageno, embora a pele
desenvolvida neste trabalho ndo apresentou a formacdo da camada externa, composta por
ceélulas anucleadas, o estrato corneo.

Segundo Brohem et al., (2011), células da pele cultivadas em monocamadas nao
conseguem capturar a complexidade do microambiente in vivo pois ficam isentas de algumas
funcGes importantes como a expressdo de receptores da superficie celular, capacidade
proliferativa, sintese da matriz extracelular, densidade celular e fun¢es metabdlicas. Embora,
né&o obtenha o processo completo de proliferacéo, diferenciacdo, morte e derramamento celular,
as funcgdes de proliferacéo e diferenciacdo podem ser observadas no presente trabalho, por meio
de analises morfologicas, onde ocorre a compartimentacdo em varias camadas representando
diferentes estagios na maturacdo dos queratindcitos, dado que, essas células crescem dentro de
uma matriz tridimensional organizada (3D), continuamente cercada por células vizinhas,
semelhantes a pele humana in vivo.

Um aspecto interessante observado no modelo foi o menor tempo necessario ao
desenvolvimento do epitélio (10 dias em cultivo) quando comparado com o0s modelos

comercializados, EpiDerm™ e SkinEthic (14 a 17 dias, respectivamente), ambos desenvolvidos
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a partir de cultura de células primarias (PONEC, 2002; PEDROSA, 2016). Apos o tempo de
cultivo acima de duas semanas, 0os modelos de pele humana reconstruidos in vitro, ja
comercializados, permanecem viaveis e a espessura do estrato corneo aumenta gradualmente
conforme o tempo em cultivo. Entretanto, no presente trabalho, foi realizado experimentos com
condicdes de cultivo de 15 e 18 dias, e ndo foi possivel obter esse aumento e consequentemente
ndo ocorreu a formacdo do estrato corneo, além disso, com a extensdo das peles em cultura
acima de 10 dias, ndo houve a formacao continua do epitélio.

A importéncia da interacdo de queratindcitos e fibroblastos vem sido destacada, pois
fatores solUveis liberados pelos fibroblastos afetam a morfologia da epiderme. A diferenciacédo
dos queratindcitos € afetada pelos fibroblastos e a sintese de elastina pelos fibroblastos é
influenciada pelos queratinocitos (BROHEM et al., 2011; DIEKMANN et al., 2016). Portanto,
durante um periodo de 10 dias essa interacéo de fibroblastos e queratindcitos co-cultivados em
um substrato dérmico de colageno, na interface ar-liquido, permitiu o crescimento e
diferenciacéo de células, a forma e funcéo do tecido.

Células HaCat oriundas de cultura de células permanente sao consideradas funcional em
modelos de pele, porém possuem uma capacidade insuficiente em produzir epitélio cornificado
maduro organizado, podendo ser responsaveis pela incapacidade em gerar o estrato corneo.
Essa incapacidade foi observada no modelo desenvolvido, levando a uma organizacéo
desordenada do tecido, incluindo a presenca de células arredondadas com nucleos de formas
anormais e, além disso, ap6s o periodo prolongado em cultivo, acima de 10 dias, ndo houve a
formacdo do epitélio. Mesmo com esta limitacdo, a utilizacdo dessas células (HaCat) sdo
vantajosas em relacdo a modelos que utilizam células de cultura primaria, pois possuem vida
atil limitada e diferencas na maturacdo epitelial, dependendo do fototipo do doador e da

localizagdo anatdmica do tecido de origem, impossibilitando serem expandidas para as grandes
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quantidades e podendo ocorrer variagfes intra e interlaboratoriais (BROHEM et al., 2011;
STARK et al., 2004).

A dose de radiacio UVB 50mJ/cm? é considerada a dose eritematosa minima, que pode
ser definida como a menor quantidade de energia eritematogénica efetiva, suficiente para
produzir a primeira reacdo perceptivel de eritema (MARIONNET; TRICAUD; BERNERD,
2015). Por este motivo, a dose foi escolhida para os experimentos executados nesse trabalho,
dando seguimento em uma curva dose-resposta de radiacdo. De acordo com o demonstrado na
analise histologica, apds 24 horas de exposicdo a radiacdo UVB, foram visualizadas alteracGes
na camada da epiderme correspondente a queratindcitos apoptoticos. Esse resultado foi
compativel com os obtitos por Marionnet, Tricaud e Bernerd (2015), em um modelo de pele
L’oreal, reconstruidos a partir de células primarias utilizando a mesma exposicao de 50mJ/cm?
de UVB, onde foi citado que as células queimadas se apresentam com forma arredondada,
citoplasma eosinofilico, nucleo condensado e localizacéo suprabasal.

A formacéo dessas células foi associada a presenca de lesdes no DNA, como CPDs e
6,4 P-P imediatamente ap0s a exposicao. Esse dano foi relacionado a consequéncias deletérias
subsequentes exposi¢édo ao sol (MARIONNET; TRICAUD; BERNERD, 2015). Neste trabalho,
os danos foram analisados pelo ensaio cometa em pH alcalino, onde foi possivel identificar
lesbes no DNA das células. Indicando que, mesmo na menor dose foi possivel observar dano
ao material genético.

No modelo comercializado EpiDermFT exposto a dose Unica de 252 e 378mJ/cm? de
um simulador solar contendo UVA e UVB foram observados a extensa formacéo de CPDs em
tecidos EpiDermFT imediatamente ap0s a exposi¢cdo. Como os comprimentos de onda UVB
ndo penetram significativamente pele humana além da epiderme, a formacéo de CPDs na derme
implica no componente UVA do simulado solar como agente causador (ARMENTO et al.,

2015). Neste trabalho ndo foram analisados danos especificos do tipo CPDs, mas os resultados
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sugerem um acumulo substancial de DNA fragmentado apds submetido a eletroforese, onde o
aumento da cauda do cometa indica o grau de fragmentacdo do DNA, observados apos a
exposicdo da pele a uma dose de UVB de 50mJ/cm? e no uso do controle positivo. A pele ndo
exposta a radiacdo nao ocorreu essa fragmentacao, sendo observados apenas danos de grau 0.

A reducdo da viabilidade celular causada por UVB em modelos de pele ja
comercializados (KeraSkin™-FT)a uma dose de 150mJ/cm?foi ligeiramente reduzida,
resultado consistente com os dados do MTT apresentados neste trabalho, onde as doses de
50mJ/cm? e 150mJ/cm? foram reduzidas em quase 80%, porém apenas as demais doses
(500mJ/cm? e 1500mJ/cm? foram consideradas reducdes estatisticamente significativas. Além
disso, a pele KeraSkin™-FT fotoenvelhecida apresentou um aumento da produgdo de MMPs
1, 2 e 9 (PARK et al.,, 2016). O aumento da atividade proteolitica de MMP-9 também foi
observado apos a exposi¢do a 50mJ/cm?. Em contrapartida, essa degradacio nio teve correlacéo
gradual de acordo com o0 aumento da dose de exposicdo testada.

Segundo LEE et al., (2019), a exposicéo da pele reconstruida in vitro Keraskin-FT™ a
125mJ/cm? de radiagdo UVB aumentou a expressdo de metaloproteinases de matriz extracelular
(MMPs), como a MMP-1, MMP-2 e MMP-9. Inibidores de MMPs tem sido empregado no
modelo para testar a capacidade em reduzir os efeitos do fotoenvelhecimento, inibindo a
expressdo de MMPs, aumentando consequentemente os niveis de colageno I. No presente
estudo, ndo foram utilizados compostos, porém essa possibilidade pode vir a ser testada no
futuro.

Como a autenticidade dos danos induzidos ao DNA em modelos de monocamada
produzem resultados positivos irrelevante, sendo necessarios ainda estudos in vivo para
confirma-los. Os modelos em cultivo 3D s&o uma opc¢do promissora para detectar danos ao
material genético. Ja existindo protocolos especificos para realizar o ensaio do cometa em

modelos de pele validado pela OECD 439 (PELLEVOISIN; BOUEZ; COTOVIO, 2018).
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Os resultados apresentados sugerem gue um modelo de reconstrucdo cutanea completa é
essencial para os experimentos cujo um dos objetivos sdo observar os efeitos bioldgicos da
radiacdo na pele, uma vez que, a radiacdo ultravioleta afeta camadas diferentes da pele. Além
disso, o desenvolvimento de métodos alternativos eficazes para substituir ensaios in vivo com
animais e melhorar o cenério da pesquisa e desenvolvimento no Brasil sdo essenciais para o

progresso (BROHEM et al., 2012; SOUSA, 2018).
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7 CONCLUSAO

Com o presente trabalho foi possivel padronizar um modelo de pele humana
reconstruida in vitro utilizando linhagem de células permanentes como plataforma de estudos

de fotoenvelhecimento por meio de radiacdo UVB.

O modelo desenvolvido neste trabalho apresentou semelhanca morfoldgica e estrutural
tanto com a pele humana in vivo, como a modelos de pele in vitro ja validados e
comercializados, com epiderme e derme. Os modelos validados pela OECD séo reconstruidos
a partir do cultivo de células primarias, na qual podem ocorrer diferencas na maturagédo
epitelial, dependendo do fototipo do doador e da localizagdo anatdmica do tecido de origem,
além de possuir um tempo de vida Gtil limitado e a impossibilidade de ser expandido em grande
guantidade. A reconstrucdo do modelo de pele a partir de linhagens de células permanentes

pode melhorar a reprodutibilidade e a consisténcia dos modelos de pele, reduzindo as variagdes

intra e interlaboratoriais.

Com valores de viabilidade celular dose-dependente, o modelo desenvolvido permanece
funcional apds a exposicdo a radiacdo ultravioleta B. Na menor dose de exposicdo a UVB
(50mJ/cm?) foi possivel identificar dois marcadores de fotoenvelhecimento, a atividade de
metaloproteinases de matriz extracelular (MMP-9), responsavel por degradar colageno | e a

fragmentacdo do material genético, por meio do ensaio cometa.

A arquitetura tridimensional do modelo permite a penetracdo da RUV (radiacdo
ultravioleta), em 290 a 320nm. Demonstrando ser uma ferramenta Util para estudar as respostas
biologicas de fibroblastos e queratindcitos a exposi¢do solar UVB in vitro podendo estar
relacionados a respostas clinicas curtas ou de longo prazo, como queimaduras solares e danos

cutaneos associados ao processo de fotoenvelhecimento.
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Experimentos futuros sdo necessarios para avaliar o potencial dos danos causados pela
radiacdo e elucidar os mecanismos envolvidos, bem como o comportamento das células

expostas no microambiente tridimensional.
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