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RESUMO

GEHLEN, J. M. Desenvolvimento e caracterizacdo de equivalentes dérmicos associados a
farmaco fotossensibilizante para estudos de fotoprocessos. 2018. 114f. Dissertacdo
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séo
Paulo, Ribeiréo Preto, 2018.

Processos fotodindmicos aplicados a sistemas biolégicos tém sido utilizados in vitro e in vivo
como uma modalidade terapéutica seletiva e ndo invasiva em diversas areas da saude,
incluindo a Medicina Regenerativa. Neste trabalho, propomos o seu estudo na reparagdo e
regeneracdo tecidual, pela utilizacdo de um farmaco fotossensibilizante associado a um
sistema de veiculacdo e sua acdo fotobioldgica, monitorada pela atividade celular (sistemas
2D e 3D). Para superar limitacbes do modelo celular convencional em monocamada, tais
como baixa interacdo célula-célula e célula-matriz extracelular, propomos o uso de modelos
tridimensionais de pele (denominados equivalentes dérmicos). Desta forma, algumas
condicBes existentes in vivo podem ser mimetizadas in vitro, conduzindo a observacdo de um
comportamento mais proximo a situacdo real. Os equivalentes dérmicos foram preparados
através do cultivo celular em uma matriz de colageno tipo I, que foi extraido de tendbes da
cauda de ratos Wistar. Foram escolhidas duas linhagens celulares para a padronizacdo dos
modelos tridimensionais: fibroblastos NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) e células-tronco
humanas HBMS (Human Bone Marrow-derived Mesenchymal Stem Cells, ATCC® PCS-
500-012™). Os ED produzidos foram monitorados por um periodo de 14 dias para o estudo
do perfil de cinética de contracdo e também observamos a formacdo da matriz tridimensional
de colageno através da microscopia 6ptica. O perfil de contracdo observado é mais acentuado
nos primeiros dias e tende a se estabilizar no final do periodo analisado. Fatores como
concentracdo celular e de coladgeno interferem nesta cinética. Estudos de histologia,
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia confocal também foram realizados
para melhor caracterizar o modelo. Em uma segunda etapa deste trabalho, estudos de
fotobiomodulagdo foram conduzidos nestes modelos celulares, associando-se o uso de
fotoprocessos com luz visivel de baixa intensidade (doses 70, 140 e 300 mJ/cm?) e o farmaco
fotossensibilizante ftalocianina de cloro aluminio (CIAIPc), veiculado em um sistema de
liberacdo nanoestruturado classico do tipo nanoemulsdo. A expressdo de metaloproteinases
de matriz (MMPs), enzimas associadas a eventos bioldgicos de remodelacdo da matriz
extracelular, foi avaliada através da técnica de zimografia.

Palavras-chave: Engenharia Tecidual, Equivalentes Dérmicos, Fotoprocessos, Ftalocianina,
Reparacéo e Regeneracao Tecidual.



ABSTRACT

GEHLEN, J. M. Development and characterization of dermal equivalents associated with
photosensitizer drug for photoprocesses studies. 2018. 114f. Dissertation (Master).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2018.

Photodynamic Process applied to biological systems has been used in vitro and in vivo as
selective and noninvasive modality in several areas including Regenerative Medicine. In this
research project, we propose to study wound healing and tissue regeneration, induced by the
use of a photosensitizer drug into 2D and 3D cellular models. In order to perform experiments
with high level of biological complexity, we propose to use three-dimensional tissue models
(called dermal equivalents). The aim is to mimic in vitro, the conditions existing in in vivo,
such as cell-cell contact and cell-extracellular matrix interactions, which cannot be observed
in monolayer cultures. The dermal equivalents were obtained combing fibroblasts cells NIH
/3T3 (ATCC® CRL-1658™) or Human Bone Marrow-derived Mesenchymal Stem Cells
(ATCC® PCS-500-012™) with collagen matrix. Collagen type | was obtained from tail
tendons of Wistar rats. The three-dimensional model was monitored over 14 days and to study
the Kkinetic contraction, the diameter of each disc was measured. Also, the collagen matrix was
evaluated by bright field microscopy. The classical profile observed is more pronounced in
the early days and tends to stabilize at the end of the period. This kinetic can be modified by
the concentration of cells and collagen. Histological analyses, scanning electron microscopy
(SEM) and confocal microscopy were also important to describe this model. Second,
photobiology tests were performed, combining low-intensity laser (70, 140 e 300 mJ/cm?) and
a classical Chloro Aluminum Phthalocyanine photosensitizer drug encapsulated into
polymeric nanoemulsion. Matrix metalloproteinases (MMPs) expression in the cell culture
was evaluated by zymography. These are endopeptidases associated with wound healing and
remodeling processes.

Keywords: Tissue Engineering, Dermal Equivalents, Photoprocess, Phthalocyanine, Wound
healing and Tissue Regeneration.
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Introducéo
I-  INTRODUCAO

1.1-  Anatomia da pele e o processo de cicatrizacao

A pele é considerada o maior 6rgdo do corpo humano e ela esta histologicamente
organizada em trés camadas superpostas: epiderme (camada mais externa), derme e
hipoderme, além dos anexos como pelos, glandulas sudoriparas e sebaceas. Sua principal
funcdo esta relacionada com a protecdo dos tecidos subjacentes e também regulacdo da
temperatura corporal (KANITAKIS, 2002; WICKETT e VISSCHER, 2006; BOUWSTRA e
PONEC, 2006).

A epiderme compde a camada mais externa da pele e € um tecido estratificado que esta
em constante renovacao. Ela geralmente é subdividida em 5 estratos, que sdo organizados de
acordo com o grau de diferenciacdo dos queratindcitos: basal, espinhoso, granuloso, ltcido e
cérneo (mais externo). A etapa final na maturacdo dos queratindcitos estd associada a
mudancas na sua estrutura e composi¢cdo e ocorre a sua transformacdo em cornedcitos. Os
cornedcitos sdo células anucleadas e achatadas constituidas principalmente de queratina e
agua, envolvidas por lipideos lamelares. Por isso, o estrato corneo funciona como uma
barreira a perda de agua e a entrada de moléculas estranhas, impedindo a desidratacdo e
protegendo o organismo do ambiente externo, respectivamente. Na epiderme também existem
os melandcitos e algumas células do sistema imunolédgico, como as células de Langerhans
(WICKETT e VISSCHER, 2006; BROHEM et al., 2011; BOUWSTRA e PONEC, 2006).

A derme é um tecido conjuntivo composto principalmente de fibroblastos, elementos
fibrilares (como colageno tipo | e elastina) e outros elementos da matriz extracelular, como
por exemplo, proteinas estruturais, glicosaminoglicanos, acido hialurdnico e outros (VENUS ,
WATERMAN e MCNAB, 2010; WONG , MCGRATH e NAVSARIA, 2007). Ha também a
presenca de varios apéndices, como foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas, alem
de terminagdes nervosas e vasos sanguineos e linfaticos.

Abaixo da derme, encontra-se a hipoderme que é composta principalmente de células
adiposas. O tecido adiposo proporciona prote¢cdo mecénica, mantém a temperatura corporal

regulada e funciona como um reservatorio de energia (BARONI et al., 2012).
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Figura 1 - Camadas da pele e seus constituintes celulares. A pele é dividida em epiderme, derme e hipoderme.
Imagem adaptada de (BROHEM et al., 2011).

A cicatrizagdo de feridas € um processo complexo que compreende uma sequéncia de

eventos celulares e moleculares para que ocorra a restauracdo do tecido lesado e sera

brevemente descrito aqui. Alguns autores dividem o processo de cicatrizagdo em 5 fases

principais que podem se sobrepor de forma continua e temporal:

1. Coagulagéo

2. Inflamacao

Proliferacdo

3
4. Contragdo da ferida
5

Remodelacéo

A fase de coagulacdo inicia-se imediatamente ap0s o surgimento da ferida. A

agregacdo plaquetaria e a coagulacdo formam um tampao rico em fibrina, que age como uma

barreira contra a invasdo de microrganismos e funciona como uma matriz provisoria para a

migracdo celular. Intimamente ligada a fase anterior, a inflamacdo depende da liberagdo de

inimeros mediadores quimicos e migracdo de células inflamatérias como leucdcitos
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polimorfonucleares, linfocitos e macréfagos que irdo fagocitar bactérias, corpos estranhos e
fragmentos celulares (MENDONCA e COUTINHO-NETTO, 2009)

A fase proliferativa é responsavel pelo fechamento da feriada propriamente dita, e
compreende trés eventos: reepitelizacdo, fibroplasia e angiogénese. A reepitelizacdo inicia-se
horas apds a lesdo com a migracdo de células epiteliais (queratindcitos) a partir das bordas da
ferida e dos apéndices epidérmicos. A segunda fase da proliferacdo inclui a fibroplasia e
formacgdo da matriz que ira compor o tecido de granulacdo. Nesta etapa, os fibroblastos
desempenham um papel critico na sintese da nova matriz, produzindo colageno, elastina,
fibronectina, glicosaminoglicanas e proteases (MANDELBAUM , DI SANTIS e
MANDELBAUM, 2003). Ocorre também o aumento da permeabilidade vascular e a
producdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos ja pré-existentes (processo denominado
angiogénese) para suprir a demanda de nutrientes e oxigénio do tecido em crescimento
(MENDONGCA e COUTINHO-NETTO, 2009).

A contracdo da ferida é caracterizada pelo movimento centripeto das bordas da ferida,
reduzindo a quantidade e o tamanho da cicatriz desordenada. Este evento € importante,
principalmente, para o fechamento das feridas classificadas como “abertas” (MARIA DE
FATIMA , ANDRADE e MORIYA, 2008).

Seguindo o processo de maturacdo da ferida, ocorre a fase de remodelacdo que é
caracterizada principalmente pelo aumento da resisténcia do tecido. Primeiramente ocorre a
mudanca do tipo de colageno que compdem a matriz. Nas fases iniciais do processo de
cicatrizacdo ocorre o estimulo para sintese de colageno tipo Ill, que posteriormente é
substituido pelo tipo I. H4, portanto, um equilibrio de producdo e destruicdo das fibras de
colageno por acdo de colagenases (tipo de metaloproteinases de matriz). (ISAAC et al., 2010)
(MARIA DE FATIMA , ANDRADE e MORIYA, 2008).

Juntamente com esta substituicdo, ocorre uma alteracdo na organizacao das fibrilas de
colageno, as quais mudam sua disposicao de fibras paralelas para fibras entrelacadas ao longo
das linhas de tensdo, devido ao aumento das ligacOes transversais. Em suma, a fase de
remodelamento da cicatriz envolve eventos sucessivos de producgéo, digestdo e orientagdo das
fibrilas de colageno (BALBINO , PEREIRA e CURI, 2005).
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Figura 2 - Fases da cicatrizacdo de feridas. Imagem retirada de (ISAAC et al., 2010).

1.2- O colageno e a matriz extracelular

O colageno ¢é a proteina estrutural mais abundante presente na matriz extracelular. Ele
é encontrado nos tecidos conjuntivos, tais como, pele, cartilagens, tenddes, veias, 0ss0s,
dentes, musculos e camada coérnea dos olhos (FERREIRA DA SILVA e BARRETTO
PENNA, 2012).

A molécula de colageno é constituida de trés cadeias o polipeptidicas paralelas, cada
uma contendo uma sequéncia caracteristica de aminoacidos e dispostas em uma conformacéo
helicoidal denominada poliprolina tipo Il. Estas trés cadeias se enovelam umas sobre as outras
formando uma tripla hélice rigida com orientacdo para a direita. Esta conformacdo é
estabilizada por ligagdes de hidrogénio que podem ser quebradas por desnaturagdo quimica ou
térmica, resultando no desempacotamento da molécula de colageno (SHOULDERS e
RAINES, 2009; KNAGGS, 1992).

Por sua vez, as cadeias o da molécula de colageno sdo compostas por uma sequéncia
repetitiva de 3 aminoacidos, sendo a glicina o terceiro residuo de aminoacido encontrado

(XYGIly). Os aminoacidos mais comuns nas posicdes X e Y sdo a 2S-prolina (28%) e a (2S,
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4R)-4-hidroxiprolina (38%) respectivamente, formando a sequéncia tripla de aminoécidos
(ProHypGly) mais comum encontrada no colageno (10.5%) (SHOULDERS e RAINES, 2009;
KNAGGS, 1992).

A estrutura de tripla hélice € estabilizada por ligacdes de hidrogénio entre 0 NH do
residuo de glicina com a carbonila (C=0) do polipeptideo adjacente. Os residuos pequenos de
glicina encontram-se arranjados no interior da tripla hélice, enquanto que 0s outros
aminoacidos geralmente estdo dispostos no exterior. Além disso, a repulsao estérica entre uma
prolina e uma hidroxiprolina gera um angulo (C-N) fixo que permite que as cadeias a se
entrelacem formando a tripla hélice (HOLMES et al., 2017).

As triplas hélices de coldgeno individuais sdo denominadas de tropocolageno, que se
organizam de forma complexa para formar fibrilas e fibras de colageno encontradas nos
tecidos (Figura 3).

Na maioria dos tipos de coladgeno (principalmente nos fibrilares), as moléculas
produzidas sdo secretadas na forma de procoladgeno, que possui peso molecular maior que a
forma processada encontrada normalmente na matriz extracelular. Nestas moléculas
precursoras (procolageno), cada cadeia polipeptidica possui duas estruturas globulares de
peptideos contendo NH2- e COOH-terminais nas extremidades, denominados propeptideos
(KNAGGS, 1992).

Na matriz extracelular, ocorre a acdo de pelo menos duas peptidases diferentes (C- e N-
peptidades) para clivar os propeptideos e transformar o procoldgeno em colageno.

Estas estruturas globulares ligadas ao procoldgeno ocupam um grande espaco ao redor da
molécula gerando impedimento estéreo, por isso, para que ocorra o processo de fibrilogénese
(formacdo das fibrilas de coladgeno) é necessaria a acdo destas enzimas (FERREIRA DA
SILVA e BARRETTO PENNA, 2012; KNAGGS, 1992).

O alinhamento das moléculas de colageno e sua organizacdo supramolecular ocorrem
espontaneamente, porém a forca e resisténcia das fibras de colageno somente séo obtidas apos
0 estabelecimento de ligagdes covalentes entre as moléculas. As ligagdes cruzadas mais
comuns encontradas entre as moléculas de colageno tipo | ocorrem nos residuos de lisina e
hidroxilisina. Primeiramente, ocorre a sintese de residuos de aldeido, através da reagédo
enzimatica catalisada pela acdo de uma lisil oxidade (LOX), na qual ocorre a remoc¢éo de um
grupamento e-amino dos residuos de lisina e hidroxilisina. Este aldeido entdo reage com o
grupo amino de uma molécula de coladgeno adjacente formando uma ligacdo cruzada do tipo
base de Schiff (YAMAUCHI e SHIIBA, 2008; RUCKER e MURRAY, 1978).
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Figura 3 — Processo de formacdo e organizacdo das fibras de coldgeno. Imagem retirada de (FERREIRA DA
SILVA e BARRETTO PENNA, 2012).

Jaqueline Martins Gehlen



Introducéo

1.3- Engenharia tecidual e o modelo celular tridimensional de pele

A engenharia tecidual ¢ um campo multidisciplinar formado pela interacdo das
ciéncias da vida, ciéncias fisicas e engenharia, cujo objetivo principal é o desenvolvimento de
opcdes terapéuticas para a reparacdo, manutencdo ou substituicdo da funcdo bioldgica
(LANGER e VACANTI, 2016).

Embora o cultivo de células in vitro seja realizado ha muitos anos, a possibilidade de
cultivar tecidos tridimensionais complexos é recente (Madureira et al., 2010). A cultura em
monocamada é uma ferramenta muito importante para o desenvolvimento cientifico, porém,
as respostas obtidas nem sempre sdo satisfatorias, uma vez que o comportamento das células
em monocamada quase sempre difere daquele observado in vivo. Uma das limitages deste
método experimental é a falta de interacdes célula-célula e célula-matriz (HERRMANN et al.,
2014). Ja nos modelos de cultura celular 3D, o contato da matriz extracelular com as culturas
celulares simples ou mistas, permitem um entendimento muito mais complexo do processo.

A pele foi o primeiro tecido humano a ser reconstruido in vitro através da engenharia
tecidual, por volta de 1980. Bell e colaboradores (BELL , IVARSSON e MERRILL, 1979;
BELL et al., 1983) foram o0s pioneiros na preparacdo de modelos com estrutura tridimensional
(3D). O modelo proposto foi uma combinacdo de fibroblastos, queratindcitos e matriz de
colageno, formando duas camadas: uma derme (composta por fibroblastos e coldgeno) e uma
epiderme (composta por queratindcitos). Este modelo permitiu o estudo de funcbes dos
fibroblastos, como contracdo e remodelamento da matriz extracelular, que ndo podiam ser
avaliadas no modelo de cultura em monocamada, além de ajudar a entender as interacdes de
derme-epiderme (SMALLEY et al., 2008; BROHEM et al., 2011).

A vantagem do modelo de Equivalente Dérmico (3D) é que varias interacfes célula-
célula e célula-matriz, existentes in vivo, sao recuperadas in vitro, conduzindo a observacédo
de um comportamento mais proximo a situacdo real. Além disso, as células sdo
morfologicamente mais semelhantes as células in vivo, pois formam matrizes tridimensionais
especializadas. Atualmente, os Equivalentes Dérmicos podem ser utilizados como substitutos
da pele humana em diferentes areas tecnoldgicas, como na biologia molecular, farmacologia,
dermatologia (cosméticos) e medicina regenerativa (PRIMO e TEDESCO, 2013; BROHEM
et al., 2011; Cheung et al., 2015).

Na area da medicina regenerativa, por exemplo, ha muito interesse para o

desenvolvimento de substitutos cutaneos sintéticos ou bioldgicos que possam ser utilizados no
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tratamento de feridas crbnicas ou em pacientes que tiveram grandes perdas de pele
(queimaduras, traumatismos, doencas autoimunes, etc.). Atualmente estdo disponiveis 0s
aloenxertos (derivados da pele de outros individuos), xenoenxertos (derivados da pele de
animais) ou o0s materiais sintéticos, desenvolvidos pela engenharia tecidual (NYAME |,
CHIANG e ORGILL, 2014; HUGHES et al., 2016; DEBELS et al., 2015a; FERREIRA et al.,
2011). Na tabela abaixo foram reunidos os principais substitutos cutaneos encontrados na

literatura.

Tabela 1 - Principais substitutos cutaneos encontrados comercialmente no mundo. *EpiSkin™ produz tecidos
humanos somente para analises in vitro.

Produto Composicao

Acelular

Integra® Colégeno bovino e glicosaminoglicano
(condroitina-6-sulfato), recoberto por fina
lamina de silicone

Biobrane® Rede de nailon preenchido com colageno
porcino tipo I, coberto por fina lamina de
silicone

Alloderm® Matriz dérmica derivada de pele humana
de cadaver

Matriderm® Matriz de colageno e elastina

Celular Tipo celular Matriz

TransCyte® Fibroblastos Membrana de

neonatais silicone-nylon
ligada a peptideos
de colageno
(semelhante a
Biobrane®)

ICX-SKN® Fibroblastos Fibrina
neonatais

Hyalograft-3D® Fibroblastos Fibras de acido
autologos hialurénico

esterificadas.
Coberto por uma
membrana de

silicone
Apligraft® Fibroblastos e Colageno tipo |
queratindcitos bovino

neonatais
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Produto Composicao

Orcel® Fibroblastos e Colageno tipo |
queratinocitos bovino
humanos

Dermagraft® Fibroblastos Matriz absorvivel
neonatais de acido glicdlico

(poliglactina 910)

EpiCel® Queratindcitos Cultivados em uma

aut6logos camada de
fibroblastos de rato
(3T3)

TheraSkin® Fibroblastos e Aloenxerto
quaratindcitos fabricado a partir de
humanos células humanas

doadas

*EpiSkin™ Queratinécitos Matriz de colageno
humanos

Fonte: (NYAME , CHIANG e ORGILL, 2014; HUGHES et al., 2016; DEBELS et al., 2015a; FERREIRA et al.,
2011).

Existe também um grande interesse pelas industrias farmacéuticas, cosmeticas e
quimicas em utilizar modelos celulares tridimensionais e testes in vitro durante o processo de
desenvolvimento de novos farmacos. Estima-se que de 5.000 a 10.000 moléculas em triagem
para o desenvolvimento de um novo farmaco, apenas uma possui aprovacdo final pela Food
and Drug Administration (FDA) e esta pesquisa gera um investimento de mais de 1 bilhdo de
ddlares as industrias farmacéuticas, grande parte desse custo devido a testes de eficacia e
seguranca em animais (LEE et al., 2012).

Além disso, hd uma tendéncia mundial em seguir o principio dos 3R’s (Reduction ou
reducdo, Refinement ou refinamento, Replacement ou substituicdo) no que diz respeito a
utilizacdo de animais em praticas de pesquisa e ensino e faz-se necessério encontrar
alternativas cientificamente validas para os testes feitos em animais.

No Brasil, atualmente existem vinte e quatro métodos alternativos ao uso de animais
reconhecidos pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal).
Em 2014, através da Resolugdo Normativa n°18/2014, o CONCEA reconheceu 17 métodos
validados pela Organizacdo pela Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (OECD, do
inglés Organisation for Economic Cooperation and Development) e estabeleceu um prazo de

até cinco anos (portanto, até 2019) como limite para a substituicdo obrigatéria dos meétodos
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originais por métodos alternativos. Destes, dois guias (OECD 431 e OECD 439) utilizam a
epiderme humana reconstituida (RHE). Posteriormente, a resolu¢cdo normativa n°31/2016
incluiu mais sete métodos (BRASIL, 2014; BRASIL 2016).

Porém, um grande problema limitante € que estes modelos alternativos de pele séo
produzidos comercialmente somente no exterior e por se tratar de um material bioldgico seu
transporte torna-se dificil principalmente devido a questdes de logisticas e alfandegarias. O
produto mais conhecido é o fabricado pela marca francesa EpiSkin™, que possui modelos de
pele reconstituida (derme e epiderme), epiderme reconstituida e outros tipos de epitélio
(cérneo, vaginal, mucosa oral). No Brasil, a criagdo do RENAMA (Rede Nacional de
Métodos Alternativos) em 2012 alavancou as pesquisas neste ambito, e atualmente existem
Laboratorios Centrais e Associados desenvolvendo projetos de pesquisa no desenvolvimento
e disseminacdo de modelos alternativos como, por exemplo, a pele reconstituida.

Neste contexto, a pesquisa que vem sendo desenvolvida pelo nosso grupo, no intuito de
recriar modelos tridimensionais, como 0s equivalentes dérmicos, seguem as tendéncias

mundiais de desenvolver novos protocolos para engenharia tecidual.
1.4-  Os farmacos fotossensibilizantes: Ftalocianinas

Os farmacos fotossensibilizantes sdo compostos quimicos que absorvem a energia
luminosa (em comprimentos de ondas especificos) induzindo a formacdo de moléculas em
estados excitados, que apoOs seguirem um complexo mecanismo de reacfes fotoquimicas
classicas levam a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e/ou outras espécies
ativas como oxigénio singlete, durante o processo fotodindmico (FOOTE, 1991;
MEHRABAN e FREEMAN, 2015; ROBERTSON , EVANS e ABRAHAMSE, 2009).

Entre as caracteristicas ideais de um fotossensibilizante podemos citar a pureza
quimica, seletividade pelo tecido alvo, intervalo pequeno entre a administracdo do farmaco e
0 acumulo méximo no tecido, farmacocinética favoravel (tempo de meia-vida curto),
caracteristicas fotofisicas favoraveis e baixa toxicidade no escuro (baixa citotoxicidade)
(ISSA e MANELA-AZULAY, 2010; SIMPLICIO , MAIONCHI e HIOKA, 2002).

Quanto as caracteristicas fotofisicas favoraveis, um fator importante € o comprimento
de onda da luz. Na regido visivel, quanto maior o comprimento de onda da luz incidente,
maior € o seu grau de penetracdo no tecido, e consequentemente, maior eficiéncia no
tratamento do tecido (SIMPLICIO , MAIONCHI e HIOKA, 2002). Portanto, as drogas

desenvolvidas para uso em processos fotodindmicos devem ser croméforos que absorvam na
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regido proxima ao infravermelho, onde ocorre a maior absorcdo. Porém, acima de 800 nm
ocorre a absor¢do da radiacdo pela &gua, restringindo o comprimento de onda a este limite
superior (MEHRABAN e FREEMAN, 2015).

A primeira geracdo de fotossensibilizadores utilizada em processos fotodinamicos
foram os derivados de hematoporfirina. Embora estes fotossensibilizadores tenham sido
extensivamente utilizados em estudos clinicos e feito sucesso, essa primeira geracdo de
fotossensibilizadores apresentou algumas desvantagens como baixa seletividade,
fotossensibilidade cutanea a longo prazo e composicao indefinida dos produtos comerciais,
que eram vendidos como uma mistura complexa da hematoporfirina (JIANG et al., 2014).
Neste contexto, surgiram os fotossensibilizadores de segunda geragdo, como as porfirinas
modificadas, ftalocianinas, clorinas e bacterioclorinas.

As ftalocianinas vém sendo consideradas excelentes farmacos fotossensibilizantes com
aplicacdo nos processos fotodindmicos devido a sua estabilidade fisico-quimica, pureza
quimica e alta capacidade de gerar oxigénios reativos (EROs). Possuem vantagens
comparando-se aos compostos de primeira geracdo pelo fato de possuirem uma alta taxa de
absorcéo de luz nos comprimentos de onda de 670 a 780 nm, exatamente na janela terapéutica
(CASTANO , DEMIDOVA e HAMBLIN, 2004; BENQV, 2015), além de baixa toxicidade in
vitro.

As ftalocianinas podem apresentar uma variedade de ions metalicos em sua estrutura quimica.
A associagdo com metais, mais usualmente o aluminio e o zinco, promovem melhores
propriedades fotofisicas (SIQUEIRA-MOURA et al., 2013).

Figura 4 - Estrutura quimica da ftalocianina de cloro aluminio (Cs,H;sAICINg). Imagem retirada de
(SIQUEIRA-MOURA et al., 2013).
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A interacdo do farmaco fotossensivel e luz monocromatica geram uma complexa
resposta fotoquimica e fotofisica que pode ser explicada pelo Diagrama de Jablonski,

representado na figura abaixo (Figura 5).

-~

Estado singlete excitado
Cruzamento

Inter-sistemas

Estado triplete excitado 02

Fluorescéncia

Fosforescéncia . |
biomolecule

Estado singlete fundamental

Figura 5 - Diagrama de Jablonski representando os processos fotofisicos e fotoquimicos que ocorrem durante os
processos fotodindmicos. Imagem adaptada de (CALIXTO et al., 2016).

Quando um féton é direcionado a uma molécula, ele pode ser absorvido, refletido ou
transmitido. Se for refletido ou transmitido ndo ocorre mudanga alguma na energia da
molécula, porém se for absorvido, ocorre aumento de sua energia de orbital molecular.

O farmaco fotossensibilizante que inicialmente encontra-se no estado fundamental possui dois
elétrons de spin opostos situados no orbital molecular de menor energia.

Apbs absorcdo da energia luminosa (fotons), um destes elétrons passa a habitar um orbital de
maior energia, porém ainda mantém o seu spin. Este € o primeiro estado excitado da molécula
fotossensibilizante e possui tempo de vida muito curto (na ordem de nanosegundos), podendo
retornar ao seu estado fundamental (estado singlete) através da emissdo de fluorescéncia ou
pela conversdo interna em calor.

A molécula em seu estado singlete excitado pode ainda sofrer um processo denominado
cruzamento intersistemas, na qual o spin do elétron excitado é invertido dando origem ao
estado triplete excitado (elétrons com spin paralelos). Este estado triplete excitado é mais
estavel e possui tempo de vida maior (microssegundos).

O farmaco fotossensibilizante no seu estado triplete excitado pode entdo desencadear
reacOes fotoquimicas de dois tipos, Tipo I e Tipo II:
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No mecanismo tipo |, ocorre a transferéncia de um préton ou elétron para moléculas
bioldgicas, formando radicais anidnicos ou catidnicos, respectivamente. Posteriormente, estes
radicais podem reagir com o oxigénio molecular presente no meio para produzir espécies
reativas de oxigénio (EROs), como peroxidos de hidrogénio, anion superdxidos, etc. No
mecanismo tipo Il, o farmaco fotossensibilizante transfere a sua energia diretamente para um
oxigénio molecular, formando oxigénio singlete excitado, espécie altamente reativa que pode
oxidar varios substratos biolégicos (CALIXTO et al., 2016; CASTANO , DEMIDOVA e
HAMBLIN, 2004).

1.5- Fotobiomodulagéo: Uso dos Processos Fotodinamicos

Fotobiomodulagdo pode ser caracterizada como o efeito da utilizacdo de luz
monocromatica de baixa poténcia, com a intencdo de estimular ou inibir fungdes bioldgicas e
gue ndo resulta em danos irreversiveis ao tecido (LIU et al., 2014; MA et al., 2012). Nas
ultimas décadas, numerosos estudos tém demonstrado os efeitos benéficos da terapia com
laser de baixa poténcia. Como exemplos podemos citar a estimulacdo do crescimento
neuronal e aumento da funcdo neuronal pos-trauma, efeitos protetores em cardiomiocitos pds-
isquemia, regeneracdo de nervos e musculos, modulacdo do sistema imune, remodelacdo e
reparo do tecido 6sseo (ALGHAMDI , KUMAR e MOUSSA, 2012; PEPLOW , CHUNG e
BAXTER, 2010; PRINDEZE , MOFFATT e SHUPP, 2012).

Embora os mecanismos bioldgicos a respeito dos efeitos bioestimulatorios da luz de
baixa poténcia ndo sejam totalmente elucidados, diversos autores tém reportado que esta
terapia é capaz de modular processos celulares metabodlicos e estudos indicam o seu potencial
regenerativo em tecidos biol6gicos (ALGHAMDI , KUMAR e MOUSSA, 2012; LAU et al.,
2015; JESUS , SAEKI e TEDESCO, 2016a; DOURADO et al., 2015; FARFARA et al., 2015;
TURRIONI et al., 2017; AHMED e SAYED, 2012; DAWOOD e SALMAN, 2013; NOVAES
et al., 2014; MARTINS et al., 2017; ELSON e FORAN, 2015). Além disso, estudos apontam
que esta modalidade possui efeitos celulares na proliferacdo de fibroblastos, matriz
extracelular, producdo de colageno, formacao do tecido de granulacéo e reducdo da resposta
inflamatoria, tornando-se uma terapia alternativa para 0s processos de cicatrizacdo e
reparacao tecidual (DEYHIMI et al., 2016).

A Terapia Fotodindmica (TFD) € uma modalidade terapéutica ndo invasiva, que

embora tenha sido originalmente desenvolvida visando a terapia do cancer em suas diversas
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formas, tem ficado cada vez mais evidente sua aplicacdo em diversas areas da medicina como
na cardiologia, imunologia, oftalmologia, odontologia e dermatologia (BENOV, 2015). O
mecanismo se da pela juncdo de trés componentes: agente fotossensibilizante, luz e oxigénio
molecular. A técnica, em geral, consiste na administracdo topica ou sistémica de um agente
fotossensibilizante que se acumula nas células alvo. Em seguida, o tecido é exposto a luz de
comprimento de onda especifico, que coincide com o espectro de absor¢do do agente
fotossensibilizante aplicado. Os fotossensibilizantes sdo entdo ativados pela luz e transferem
energia ao oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) (ISSA e
MANELA-AZULAY, 2010; TOREZAN , NIWA e FESTA NETO, 2009).

Sabe-se que altas concentracGes de EROs apresentam efeitos citotoxicos levando a
apoptose celular (SIQUEIRA-MOURA et al., 2013). Entretanto, em concentragdes baixas, ou
seja, em concentracdes fisioldgicas, EROs tém sido apontados como sinalizadores e
estimuladores de processos bioldgicos, como na diferenciacdo celular, modulagdo de canais
de ions, aumento do influxo de célcio, proliferacdo celular e ativacdo de kinases (MAPK)
(PRINDEZE , MOFFATT e SHUPP, 2012).

Lubart e colaboradores estudaram a hipdtese de que a fotobioestimulacdo poderia ser
mediada pela producéo de pequenas quantidades de espécies reativas de oxigénio e para tal,
concentracOes baixas de derivados de hematoporfirina foram adicionados as culturas de
fibroblastos que foram irradiadas com laser de HeNe. O resultado obtido foi um aumento da
proliferacdo celular (LUBART et al., 1995; LUBART et al., 2005). Outros estudos posteriores
também demostraram este potencial estimulatorio (FARIA et al., 2015; SILVA et al., 2004;
DEYHIMI et al., 2016; MENDOZA-GARCIA et al., 2015; SPERANDIO et al., 2010;
JAYASREE et al., 2001; SAHU et al., 2013).

Além disso, estudos prévios realizados pelo nosso grupo demonstraram que a
combinacdo sinérgica entre laser de baixa poténcia, farmaco fotossensibilizante e um sistema
de veiculagdo nanoestruturado apresentam potencial terapéutico no processo de reparacao
tecidual. Utilizando um modelo ex vivo, Jesus et al. observou um aumento de mais de 20% na
producdo de coldgeno e elastina, 14 dias apo6s o tratamento (JESUS , SAEKI e TEDESCO,
2016b). Anteriormente, Primo et al. ja havia estudado os efeitos bioestimulatérios do uso de
laser de baixa poténcia e o fotossensibilizante cloro aluminio de ftalocianina e obteve alguns
resultados preliminares (PRIMO et al., 2011; PRIMO et al., 2012).

Durante o processo, a seletividade e eficacia do tratamento dependem, entre outros
fatores, da area exposta a luz e do acumulo preferencial do agente fotossensibilizante nas
ceélulas alvo (ALLISON et al., 2008; MEHRABAN e FREEMAN, 2015), sendo este um
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obstaculo que tem levado ao estudo de variados sistemas de veiculagdo. Recentemente, 0s
avancos na tecnologia farmacéutica (nanotecnologia) contribuiram para o desenvolvimento de
sistemas de veiculacdo de farmacos fotossensibilizantes com aplicacdo nos processos
fotodinamicos, como por exemplo, as nanoemulsdes de cloro aluminio ftalocianina (PRIMO
etal., 2012; PRIMO e TEDESCO, 2013).

1.5.1- Mecanismos moleculares da acdo da luz de baixa intensidade

A energia luminosa pode ser absorvida pelas células através de seus cromoforos

enddgenos. Podemos citar como exemplos as porfirinas, riboflavinas, citocromos
mitocondriais e o sistema NADPH oxidase presente na membrana plasmatica. Esta interacdo
depende do espectro de absorcéo destes croméforos, comprimento de onda da fonte luminosa
e parametros como intensidade e dose da luz.
Estes cromoforos agem como fotossensibilizantes, transferindo a energia para moléculas de
oxigénio presentes no meio e produzindo espécies reativas de oxigénio. Em baixas
concentragfes (niveis ndo citotoxicos) estas moléculas de EROs, podem produzir efeitos
positivos nas células (LUBART et al., 2005).

Os mecanismos do laser de baixa intensidade foram elucidados a nivel molecular por
Karu e colaboradores em 1988 que sugeriram a cadeia respiratéria como sendo o primeiro
fotorreceptor celular. A absorcdo de luz visivel monocromatica por componentes celulares
como citocromo ¢ e citocromo ¢ oxidase pode ocasionar a ativacdo da cadeia respiratoria,
gerando mudancas no estado redox citoplasmatico e na prépria mitocéndria (KARU, 1988). A
ativacio de canais i6nicos como a bomba de prétons Na'/H* situados na membrana
citoplasmatica podem desencadear uma cascata de eventos celulares. Karu e colaboradores
correlacionaram a transmissdo de sinais de aumento da mitose celular com o controle
intracelular do pH, ou seja, o efeito estimulatério do laser de baixa poténcia pode ser
explicado pela rapida alcalinizacdo do citoplasma que ocorre como resultado da fotoativacao
da cadeia respiratoria. Além disso, o0 aumento intracelular de H* pode causar a ativagio de
outros transportadores de membrana como Na'/K* e Ca**. O fon Ca®* é citado como
componente celular envolvido em diversos processos e por isto, sugere-se também que seu
aumento em concentracdo esteja envolvido em etapas da fotobioestimulacdo (PRINDEZE |,
MOFFATT e SHUPP, 2012).
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1.6- Nanotecnologia e o desenvolvimento de sistemas carreadores de farmacos

Nas Ultimas trés décadas, a nanotecnologia tem sido discutida como uma nova area
multidisciplinar da ciéncia, que contribuiu para a ascensao da pesquisa e desenvolvimento de
nanoestruturas e nanomateriais com aplicaces biomédicas e farmacéuticas, mais
especificamente, sistemas de veiculagdo de farmacos, diagndsticos e biomarcadores
(GESZKE-MORITZ e MORITZ, 2016).

Muitos fatores podem contribuir para o fracasso de uma terapia: baixa solubilidade do
farmaco, limitando as vias de administracdo; concentracdo insuficiente do farmaco no tecido-
alvo, ocasionada pela baixa absorcdo ou rapida metabolizacdo e/ou eliminacéo;
biodistribuicdo inespecifica (baixa seletividade) do farmaco para outros 6rgdos, podendo
causar toxicidade; etc.(MEHNERT e MADER, 2012a).

Nos ultimos anos, 0s avanc¢os na nanomedicina tém proporcionado o desenvolvimento
de sistemas carreadores de farmacos, contribuindo para aumento da eficacia terapéutica e
diminuicdo de efeitos adversos (KULKARNI e FENG, 2013). Isto significa que o destino
final do farmaco ndo depende mais somente das propriedades intrinsecas ao farmaco, mas
agora, principalmente das propriedades do sistema carreador, que deve permitir uma liberacao
controlada e alvo-especifica, de acordo com a terapia desejada (MEHNERT e MADER,
2012b). Outras vantagens destes nanocarreadores sdo: protecao dos farmacos da degradacédo
antecipada no ambiente biol6gico, aumento da absorcdo por um tecido especifico
(seletividade), maior biodisponibilidade e tempo de retencdo (KUMARI , YADAV e
YADAYV, 2010).

De acordo com a Organizacdo Internacional para Padronizagdo (em inglés,
International Organization for Standardization — ISO), nanoparticulas sdo materiais com as
trés dimensdes externas na nanoescala de 1 — 100 nm. Porém, no campo da nanomedicina sdo
consideradas nanoparticulas as particulas com tamanho na escala sub-micron (<1000 nm,
<lpm), tamanho tal expresso em nanémetros, por isso 0 habito de chama-las de “nano”.
Exemplos destes sistemas sdo as nanoparticulas poliméricas, nanoemulsdo, lipossomas e
nanoparticulas lipidicas sélidas.

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos e incluem as
nanocapsulas e as nanoesferas. As nanocapsulas sdo vesiculas formadas por uma parede
polimérica que envolve um ndcleo geralmente oleoso, sendo que o farmaco pode estar

dissolvido neste nucleo ou e/ou adsorvido a parede polimérica. As nanoesferas sdo
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constituidas apenas de uma matriz polimérica, onde o farmaco encontra-se retido dentro da
matriz ou adsorvido na superficie da esfera (SCHAFFAZICK et al., 2003; RAO e
GECKELER, 2011).

As nanoparticulas lipidicas sélidas sdo compostas de lipideos que séo solidos tanto na
temperatura ambiente quanto no meio bioldgico. Elas apresentam algumas vantagens em
relacdo aos lipidios liquidos, pois promovem uma liberacdo mais lenta do farmaco ja que a
mobilidade do fArmaco na matriz sélida é relativamente menor, e desta forma promovem uma
liberacdo controlada do farmaco (GESZKE-MORITZ e MORITZ, 2016).

Lipossomas sdo vesiculas esféricas constituidas de uma ou mais bicamadas
fosfolipidica (geralmente, fosfatidilcolina). Farmacos lipofilicos podem ser incorporados na
bicamada lipidica e ao contrario, farmacos hidrofilicos estdo dissolvidos no interior do nucleo
aquoso (MEHNERT e MADER, 2012a).

(b

Figura 6 - Desenho representativo dos sistemas nanoestruturados. (a) nanolipossoma; (b) nanoemulsdo; (c)
nanoparticula lipidica sélida; (d) carreador lipidico nanoestruturado; (e) nanocapsula; (f) nanoesfera. Imagem
retirada de (POHLMANN et al., 2016).

As emulsbes consistem em uma dispersdo de dois liquidos imisciveis entre si
(geralmente agua e 6leo) estabilizados por um surfactante, podendo ser de dois tipos: 6leo-
em-agua (O/A) e dgua-em-6leo (A/O).

O termo microemulsdo (ME) foi introduzido na literatura por Hoar e Schulman, em
1943, para descrever um sistema fluido e translicido obtido espontaneamente pela mistura de

6leo e agua com quantidades relativamente grandes de tensoativo ibnico misturado a um
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alcool de cadeia média. Observou-se através de microscopias eletrdnicas que as dispersdes
formadas eram constituidas de microglobulos de tamanhos variando entre 100 e 600 nm, ou
seja, significativamente menores que as emulsdes simples (HOAR e SCHULMAN, 1943).

O desenvolvimento de uma microemulsdo geralmente envolve a mistura de trés
componentes principais: tensoativo, fase aquosa, fase oleosa e quando necessério, a utilizacéo
de um co-tensoativo. A orientacdo e formacdo dos sistemas A/O ou O/A depende das
propriedades fisico-quimicas do tensoativo escolhido e é determinado pelo seu equilibrio
hidrofilo/lipofilo (EHL) (OLIVEIRA et al., 2004). O sistema pode produzir goticulas com
tamanhos suficientemente pequenos, por isso, alguns autores também utilizam a denominagéo
de “submicron emulsion” ou nanoemulsao.

Os tensoativos do tipo ndo ibnicos, como por exemplo, os Spans e Tweens, Sao
geralmente mais hidrofébicos e tendem a produzir emulsdes mais estaveis, pois sdo menos
susceptiveis a precipitagdo na presenca de meios com altas concentracGes de ions. Além disso,
apresentam a vantagem de serem menos toxicos que a maioria dos surfactantes (TADROS,
2005).

As microemulsdes, de forma geral, sdo sistemas termodinamicamente estaveis,
isotropicos e transparentes. Nas ME do tipo O/A, o farmaco pouco sollvel pode estar
dissolvido no nucleo oleoso e/ou adsorvido na interface dleo-a4gua (SILVA et al., 2009).

Figura 7 — Estrutura das microemulsfes agua-em-6leo (A/O) e éleo-em-agua (O/A). Imagem adaptada de
(OLIVEIRA et al., 2004).

1.7-  As Metaloproteinases de Matriz (MMPs)

As Metaloproteinases de Matriz extracelular constituem uma familia de
endopeptidases com atividade proteolitica e cuja atividade é dependente de zinco. Elas

diferem entre si estruturalmente e em sua habilidade de degradar grupos particulares de
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proteinas da matriz extracelular (MEC). Atualmente, mais de 20 tipos diferentes de MMPs
humanas foram identificados e sdo classificadas em 7 grandes grupos de acordo com a
especificidade do substrato e organizacdo dos dominios: colagenases, gelatinases,
estromelisinas, matrilisinas, tipo-membrana (MT-MMPs), metaloelastases e outras (LAZARO
etal., 2016).

Em geral, todas as MMPs sdo constituidas por uma estrutura basica que é formada por
3 dominios: sequéncia de sinal de peptideos, prodominio e dominio catalitico que contém o
sitio ativo de Zn?*. Além disso, a maioria delas possui o dominio de hemopexina, responsavel
pela interagdo com os substratos e que por isso confere especificidade a estas enzimas. A
regido de dobra também é comum e faz a conexdo entre os dominios catalitico e de
hemopexina (RICCI et al., 2016).
As MMP-2 e MMP-9, que sdo denominadas gelatinases devido a sua especificidade pelo
colageno desnaturado, contém um dominio de fibronectina repetido, que é responsavel pela

ligagéo ao substrato.

MMPs ativadas pela furina

——l

MMP-7 e MMP-26
Transmembrana Tipo |: MMP-14, -15, -16, -24

i &

MMP-1, -3, -8, -10, -12, -13, -19, -20, -27 Transmembrana Tipo |I: MMP-23
MMP-2 e MMP-9 Ancora GPI: MMP-17 e MMP-25
MMP-11, -21 e -28
- Sequéncia de sinal \ Regiio de dobra : Dominio imunoglobulina (Ig)
- Pré-dominio . Dominio hemopexina Q Cisteina
I Dominio catalitico . Repeticao fibronectina ‘ R L e
- Furina N\ U AncoraGPI . Ancora N-terminal

([ Dominio transmembrana

Figura 8 — Estrutura e classificacdo das Metaloproteinases de Matriz (MMPs). Imagem adaptada de
(Loffek;Schilling;Franzke, 2011).
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As MMPs foram inicialmente descobertas e descritas pela sua capacidade de degradar
componentes da matriz extracelular, incluindo coldgeno, laminina, fibronectina, elastina e
proteoglicanos, entre outros. Mais recentemente, estudos demostraram que elas sdo capazes
também de clivas diversos tipos de peptideos e proteinas e, além disso, desempenham
inimeras fun¢des bioldgicas que ndo sdo consequéncia direta de sua atividade proteolitica.

A atividade catalitica das MMPs é controlada em diversos niveis através de
mecanismos que envolvem a expressdo génica, ativacdo do zimogénio, compartimentalizacéo
e inibicdo da atividade enzimatica pelos TIMPs (Inibidores Teciduais de Metaloproteinases)
(ARPINO , BROCK e GILL, 2015). As MMPs sdo produzidas e secretadas como proenzimas
em sua forma inativada (zimogénio), sendo ativadas através de mecanismos que causam a
quebra do sitio de cisteina através da clivagem do prodominio (autdlise ou por outras
proteinas). Além disso, o sitio de cisteina pode ser ativado através de reacGes quimicas, na
qual espécies reativas de oxigénio (EROs) causam a oxidacdo do prodominio, seguido de
clivagem autolitica (KLEIN e BISCHOFF, 2011; RA e PARKS, 2007; TOKITO e
JOUGASAKI, 2016).

Nos ultimos anos, tém-se estudado a participacdo das MMPs na regulacdo de diversos
processos celulares. Através de suas propriedades proteoliticas, como por exemplo, clivagem
de citocinas, quimiocinas, peptideos antimicrobianos e proteinas de membranas, as MMPs
podem desempenhar fungdes criticas nos processos de imunidade, reparacdo tecidual,
diferenciacdo e transformacdo celular (APTE e PARKS, 2015; Loffek;Schilling;Franzke,
2011).

No processo de cicatrizagdo de feridas, as MMPs estdo presentes durante as trés fases
do processo (inflamacdo, reepitelizacdo e formacdo da cicatriz), desempenhando funcdes
regulatérias importantes (DE MEDEIROS et al., 2016; ROHANI e PARKS, 2015; GILL e
PARKS, 2008). Na fase inflamatoria, as MMPs modulam mediadores inflamatérios, como
citocinas e quimiocinas, ativando a resposta inflamatéria e também estabelecem gradientes
quimiotaticos que regulam a migracdo de leucdcitos para o tecido injuriado (MANICONE e
MCGUIRE, 2008). Na etapa denominada reepitelizacdo, na qual ocorre o fechamento da
ferida e a diferenciagdo celular, é necessario que as células epiteliais percam os sitios de
contato célula-célula e célula-MEC e assumam caracteristicas migratorias (MARTIN e
NUNAN, 2015). Na fase final, ocorre a remodelacdo da matriz extracelular e contracdo da
ferida, sendo que estes processos resultam da participacdo direta das MMPs na sintese e
degradacdo continua das fibrilas de colageno (LINDLEY et al., 2016; GILL e PARKS, 2008).
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I1-  OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um modelo celular tridimensional
in vitro, denominado equivalente dérmico, a partir de duas linhagens celulares (fibroblastos e
celulas-tronco) e sua caracterizagdo através de técnicas como a histologia, microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia confocal, visando o estudo de processos
fotobioldgicos com o farmaco fotossensibilizante ftalocianina de cloro aluminio veiculado em

um sistema nanoestruturado e luz visivel de baixa intensidade.
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I11- MATERIAIS E METODOS

3.1- Cultura celular

3.1.1- Protocolo de cultivo celular dos fibroblastos BJ

Os fibroblastos BJ (ATCC® CRL-2522™) foram cultivados em frascos para cultura
de 75 cm? (Corning), utilizando-se meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 1X
alta glucose (Gibco®) suplementado com soro fetal bovino (SFB) inativado estéril (Cultilab)
a 10%, penicilina\estreptomicina (Gibco®) a 1,0%, anfotericina (Gibco®) a 0,25% e
aminoacidos ndo essenciais (Gibco®) a 1,0%. Os frascos de cultura foram mantidos em
incubadora com controle digital de temperatura a 37 °C, com atmosfera imida e 5% de CO..

As células foram cultivadas até atingirem confluéncia de no minimo 70%, sendo entao
soltas do frasco de cultivo por tripsinizacdo (adigdo de 1 mL de tripsina, Sigma) e incubacao
por 3-5 minutos. O processo de tripsinizagdo foi interrompido pela adicdo de meio DMEM
suplementado a 10% com SFB e em seguida, centrifugacdo do meio por 10 minutos a 1200
rpm. As células foram ressuspendidas em 10 mL de meio DMEM suplementado 10% e

replaqueadas. O meio foi renovado duas vezes por semana.

Figura 9 - Fibroblastos BJ (ATCC® CRL-2522™) cultivados em meio DMEM suplementado a 10% com SFB.
A esquerda, baixa densidade e a direita, alta densidade.

3.1.2- Protocolo de cultivo celular dos fibroblastos NIH/3T3

Os fibroblastos NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) foram cultivados em frascos para
cultura de 75 cm? (Corning), utilizando-se meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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(DMEM) 1X alta glucose (Gibco®) suplementado com soro fetal bovino (SFB) inativado
estéril (Cultilab) a 10%, penicilina\estreptomicina (Gibco®) a 1,0%, anfotericina (Gibco®) a
0,25% e aminoacidos ndo essenciais (Gibco®) a 1,0%. Os frascos de cultura foram mantidos
em incubadora com controle digital de temperatura a 37 °C, com atmosfera imida e 5% de
CO,. Os protocolos de tripsinizacéo e repique celular utilizados foram os mesmos descritos no

Item anterior (3.1.1).

)0
LW N

Figura 10 - Fibroblastos NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) cultivados em meio DMEM suplementado a 10% de
SFB. A esquerda, baixa densidade e a direita, alta densidade.

A vantagem de se trabalhar com linhagens de células imortalizadas é que elas
proporcionam maior reprodutibilidade, diminuindo as variagfes durante os experimentos.
Outro problema encontrado é que as linhagens de células primarias possuem tempo de vida
limitado e ap6s muitas passagens podem entrar em senescéncia (BROHEM et al., 2011;
BUSKERMOLEN et al., 2016).

3.1.3- Protocolo de cultivo celular das células-tronco HBMS

As celulas-tronco humanas HBMS (Human Bone Marrow-derived Mesenchymal Stem
Cells, ATCC® PCS-500-012™) foram cultivadas em frascos para cultura de 75 cm?
(Corning), utilizando-se meio Minimum Essential Medium Alpha Medium (a-MEM) 1X
(Gibco®) suplementado com soro fetal bovino (SFB) inativado estéril (Cultilab) a 10%,
penicilina\estreptomicina (Gibco®) a 1,0% e gentamicina (Gibco®) a 0,5%. Os frascos de
cultura foram mantidos em incubadora com controle digital de temperatura a 37 °C, com
atmosfera Umida e 5% de CO,. Os protocolos de tripsinizacdo e repique celular utilizados

foram os mesmos descritos no Item 3.1.1.
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Figura 11 - Células-tronco humanas HBMS (ATCC® PCS-500-012™) cultivadas em meio a-MEM
suplementado a 10% de SFB.

3.1.4- Micrografias das culturas celulares

O crescimento celular (do momento do descongelamento até total confluéncia) foi
monitorado através de micrografias em microscopio invertido Carl Zeiss de alta resolucdo. As
imagens foram obtidas utilizando-se um conjunto de objetivas A-Plan 10x/0,25 Ph1, adaptado

com uma camera digital Canon 7.2 Mpixels.

3.1.5- Procedimento para contagem celular (Azul de Tripan)

Apos tripsinizacdo e centrifugagdo, o pellet celular foi ressuspendido em 10 mL de
meio de cultura completo, aliquotou-se 50 pL da suspensdao homogeneizada e fez-se uma
diluicdo 1:1 com solucgéo de Azul de Tripan 0,4%.

O ndmero de células foi contado em uma Camara de Neubauer e aplicou-se a seguinte

férmula;

N2 de células contadas

N2 de células\mL = x fator de dilui¢do (2) x 10*

N2 de quadrantes contados

Este procedimento foi importante para as etapas seguintes do trabalho, as quais

dependem da concentracao celular obtida.
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3.2-  Sistema de veiculagdo nanoestruturado
3.2.1- Preparo da nanoemulsdo de ftalocianina

A ftalocianina de cloro aluminio (CIAIPc) foi escolhida como farmaco
fotossensibilizante para ser utilizado nos estudos de fotobiomodulacdo deste projeto. O
sistema de veiculacdo utilizado foi uma nanoemulséo do tipo 6leo em agua (O/A) obtida pelo
processo de emulsificacdo por deposicdo interfacial, como descrito por Primo (PRIMO et al.,
2012; PRIMO et al., 2011).

A fase aquosa é composta pelo tensoativo ndo iénico Polaxamer 188 (Pluronic F68)
em solucédo aquosa sob agitagdo magnética em temperatura ambiente a 25 °C. A fase organica
(acetona) foi preparada com fosfatidilcolina de soja (Lipoid S100), 6leo Miglyol 812N
(Stallergenes) e ftalocianina de cloro aluminio sob agitagdo magnética a 55 °C.

Em seguida, a fase organica foi adicionada lentamente, com auxilio de uma seringa,
diretamente na fase aquosa (55 °C). Ao final do processo, o solvente organico (acetona) foi
totalmente removido utilizando-se um rotaevaporador com banho a 55 °C e pressdo reduzida

até um volume final de 10 mL de formulacéo.

3.2.2- Caracterizacdo fisico-quimica da nanoemulsdo

Acompanhou-se a estabilidade fisico-quimica da nanoemulsdo de ftalocianina através
da andlise do tamanho médio de particula, indice de polidispersdao (IPd) e potencial zeta
durante seis meses. Estes parametros foram determinados pelo equipamento Zetasizer®
(Nano ZS, Malvern, PCS Instruments, UK) que emprega a espectroscopia de correlacdo de
fétons por espalhamento dindmico de luz.

As amostras foram preparadas em agua Milli-Q utilizando-se um fator de dilui¢do
1:100. As analises de diametro de particula foram realizadas utilizando-se cubetas de acrilico
padronizadas do préprio equipamento, e as amostras foram lidas em triplicata a 25°. O indice
de refracédo para a leitura da amostra foi ajustado em 1,59.

Além da distribuicdo do tamanho de particulas foi registrado também o indice de
polidispersdo (IPd).

Para a analise do potencial zeta das particulas foi utilizada uma cubeta eletroforética
com eletrodos externos para a medida da voltagem (mV). O protocolo de preparo das

amostras é semelhante ao descrito anteriormente, porém antes da leitura foi adicionado 10 pL

Jaqueline Martins Gehlen



26
Materiais e Métodos

de solucdo de KCI 0,1 mol/L. As medidas foram também realizadas com um ndmero de

repeticdes igual a 3.

3.3- Ensaio de viabilidade celular pelo teste de MTT

A citotoxicidade da formulacdo nanoemulsdo de CIAIPc foi avaliada através do teste
de viabilidade celular MTT, na auséncia de luz.

A metodologia escolhida para a avaliagdo da viabilidade e proliferacdo celular se
baseia na habilidade da enzima mitocondrial desidrogenase, que é encontrada somente nas
células viaveis, em clivar os anéis de tetrazolio do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazolio), formando cristais azuis escuros de formazan, que podem
ser detectados espectrofotometricamente com absorcdo em 560 nm. Estes cristais de formazan
sdo impermedveis as membranas celulares, ficando entdo retidos no interior das células
viaveis. Portanto, o nimero de células viaveis é diretamente proporcional ao nivel de cristais
de azul de formazan formados (KEPP et al., 2011; STOCKERT et al., 2012).

A cultura células em confluéncia foi tripsinizada e replaqueada em placas de 96 pogos
(10* células/poco) e incubadas por 24 horas para ades&o (37 °C e 5% CO,). Entdo, incubou-se
as células com a formulacdo CIAIPc/NE na faixa de concentracdo de 0,5 a 10 umol/L por 3
horas. Apds este periodo, o0 meio com formulagdo foi descartado e foi substituido por meio
suplementado 10%.

No dia seguinte, o meio foi descartado e adicionou-se 200 pL/po¢o de solucdo de
MTT e incubou-se por 4 horas. Apds este periodo, adicionou-se 200 pL/poco de isopropanol
para dissolucdo do formazan formado. As placas foram lidas em leitor do tipo ELISA (Safire
I - Basic, Tecan, Austria) em 560 nm.

A porcentagem de células viaveis foi calculada de acordo com a seguinte relacgéo:
% células viaveis = (D.O. amostra/D.O. controle)x100%
Sendo, D.O. amostra = absorbancia em 560 nm das amostras; D.O. controle =

absorbéancia em 560 nm do controle (células incubadas com meio de cultura sem a adi¢éo de

formulacéo).
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3.4-  Colageno tipo |
3.4.1- Extracdo do colageno do tipo |

O colageno do tipo | utilizado para o preparo dos equivalentes dérmicos (ED) foi
extraido de tenddes de caudas de ratos Wistar (machos com 10 semanas de vida e peso
aproximado de 300 g). As caudas foram cedidas pela Prof. Dra. Claudia Maria Padovan da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, atendendo as normas do comité
de ética em pesquisa com animais desta faculdade.

As caudas foram lavadas em agua corrente e armazenadas no gelo até 0 momento da
utilizacdo. Foram feitos dois banhos em solucéo de alcool 70% por 15 minutos cada um. Em
capela de fluxo laminar, as caudas foram dessecadas retirando-se toda a pele com o auxilio de
pinga e bisturi, previamente esterilizados. Entdo, os tenddes foram retirados, um a um, com
auxilio da pinca e foram colocados em uma solucdo de &cido acético 0,1% ou 0,5% para
extracdo do colageno. Para cada 1g de cauda utilizou-se de 60-100 mL de solucdo de acido
acético. Esta solugdo foi armazenada em geladeira a 4° C durante 1 semana, sendo agitada de
vez em quando. A solugcéo final foi centrifugada a 10.000 rpm por 1h30 a 4°C.

3.4.2- Didlise da solucéo de colageno

A solucéo de colageno tipo | obtida foi dialisada por 1 semana em camara fria a 4°C.
Foi utilizada uma membrana de dialise de celulose com tamanho de poro de 3500 Da
(Regenerated Celulose Dialysis Tubing, Fisherbrand®), previamente hidratada em agua Milli-
Q. Empregou-se como meio receptor uma solucdo de acido acético 0,1%, sendo realizada a
troca a cada dois dias. O colageno dialisado foi armazenado em geladeira a 4° C e

posteriormente realizou-se o doseamento através da quantificacdo de hidroxiprolina livre.

3.4.3- Dosagem do colageno

A dosagem da solugdo de colageno obtida foi realizada através do método de
quantificacdo de hidroxiprolina livre descrito por Reddy e Enwemeka (REDDY e
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ENWEMEKA, 1996; DA SILVA , SPINELLI e RODRIGUES, 2015; DA SILVA |,
SPINELLI e RODRIGUES, 2015; HOFMAN et al., 2011).

Este método baseia-se na quantificacdo de hidroxiprolina livre a partir da hidrolise
acida da amostra de colageno. Portanto, a solucdo de colageno foi hidrolisada com uma
solucdo de HCI 10 N por 24 horas a 108 °C em um sistema “Heat Block”. O residuo restante
da hidrolise foi ressuspendido em 1 mL de &gua Milli-Q e foram realizadas aliquotas de 50uL
em tubos de eppendorf de 2 mL. Adicionou-se 200 puL de uma solucdo de Cloramina-T
(Sigma-Aldrich) e 200 pL de &cido perclérico 3.15M e esperou-se 20 minutos a temperatura
ambiente para ocorrer a etapa de oxidacdo da hidroxiprolina livre. ApoOs este periodo,
adicionou-se 200 pL de uma solucdo de reagente de Ehrlich (Sigma-Aldrich), preparada
previamente em éter monoetilico de etileno glicol, e incubou-se por mais 20 minutos a
temperatura de 60 °C para a formagédo do croméforo. As amostras foram entéo resfriadas em
banho de gelo por 20 minutos e transferidas para cubetas de quartzo. A leitura da densidade
6ptica foi realizada em espectrofotdmetro UV-VIS (Ultrospec™ 7000, GE Healthcare, UK)
no comprimento de onda de 565 nm.

A presenca de hidroxiprolina livre na solucdo de colageno foi determinada através da
correlagdo com a curva de calibragdo do padrdo de hidroxiprolina (Sigma-Aldrich) que foi

previamente determinada.
3.5-  Protocolo de preparo dos Equivalentes Dérmicos (ED)

Inicialmente preparou-se 100 mL de uma solugdo de meio DMEM 1,87X a partir do
meio DMEM 10X (Cultilab®), em &gua Milli-Q e adicionou-se aminodcidos ndo essenciais
(2%) e 0,419 de bicarbonato de sodio para de ajuste de pH (7,2-7,4). A solucéo foi filtrada em
membrana de 0,22um dentro de uma capela de fluxo laminar, para garantir condicdes estéreis.

Os equivalentes dérmicos (ED) foram preparados de acordo com protocolo
anteriormente desenvolvido por Primo (PRIMO et al., 2011; PRIMO et al., 2012) e baseado
na literatura (BELL et al., 1983; BELL , IVARSSON e MERRILL, 1979; ASSELINEAU e
PRUNIERAS, 1984; BROHEM et al., 2011) Em um erlenmeyer estéril e resfriado a 0 °C,
adicionou-se meio de cultura DMEM 1,87X completo contendo penicilina/estreptomicina e
anfotericina, seguido de soro fetal bovino (10%) e solucdo de colageno tipo I. O pH do meio

foi ajustado para pH 7,4 com a adi¢do de NaOH 0,1N.
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Finalmente adicionou-se uma soluc&o celular, na concentracéo de 2x10° células/ED,
obtidos por tripsinizacdo dos frascos de cultura e contagem em Cémara de Neubauer,
conforme protocolo descrito anteriormente (Iltem 3.1.5).

A solucao final foi transferida para uma placa de Petri de 60 mm estéril (Corning®)
apropriada para cultivo em suspensdo celular (ndo tratada). As placas foram entdo
acondicionadas em incubadora a 37 °C em atmosfera com 5% de CO, e foram monitoradas

por 14 dias. A troca do meio de cultura foi realizada a cada 3 dias.

3.5.1- Monitoramento dos equivalentes dérmicos

Os equivalentes dérmicos preparados foram monitorados por um periodo de 14 dias
consecutivos. Para a determinacdo de um perfil de contracdo, mediu-se o diametro de cada
ED com o auxilio de uma régua milimétrica.

Foram realizados também estudos de microscopia Optica para monitoramento da
matriz de colageno e observacdo da formacao da rede tridimensional. As imagens em campo
claro foram obtidas utilizando-se uma camera digital acoplada ao microscopio invertido Carl

Zeiss, objetiva de 10x.

3.6- Estudos aplicados de fotobiomodulacao nos equivalentes dérmicos

Nesta etapa do trabalho, realizamos os estudos de fotobiomodulacdo nos equivalentes
dérmicos. Para tal, os ED foram preparados segundo protocolo descrito anteriormente (3.6) e
no 4° dia apds o preparo os mesmos foram tratados com a formulacdo CIAIPC/NE. Apéds 24
horas, os equivalentes dérmicos foram irradiados com luz de baixa intensidade utilizando-se
um sistema de LED (Light Emitting Diode) na regido de 660 nm (Omnilux New-U™,
Phototherapeutics, In, CA). As doses de energia foram calculadas para 70 md/cm?,
140mJ/cm?, 300mJ/cm?.

Simultaneamente, os meios de cultura dos ED foram coletados em diferentes dias (8° e
13° apds o preparo) e armazenados em freezer -80 °C para avaliacdo da producdo de
metaloproteinases de matriz (MMPs), através da técnica de zimografia. Para isto, os meios de
culturas dos ED foram substituidos por DMEM 0% de soro fetal bovino, 24 horas antes da

coleta, para ndo haver interferéncia no protocolo de zimografia.
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Além disso, realizou-se andlise histolégica dos equivalentes dérmicos e também
microscopia confocal para acompanhamento das células e matriz extracelular apds o

tratamento.
3.7-  Microscopia Confocal (monocamada)

A linhagem celular de fibroblastos BJ (ATCC® CRL-2522™) foi cultivada em
garrafas Corning de 75 cm? em meio DMEM suplementado 10%, como descrito
anteriormente (3.1).

As células foram tripsinizadas e contadas e aproximadamente 1x10* células/poco
foram cuidadosamente depositadas sobre laminulas de vidro de 13 mm de diametro, dispostas
em uma placa de 24 pocos (procedimento anteriormente realizado de forma estéril). Esperou-
se 24 horas para as células aderirem (na incubadora a 37 °C e 5% de CO,) e ap0s este periodo
foi realizado o tratamento somente de um dos grupos com a formulacdo nanoemulséo de
CIAIPc na concentracdo de 10 pumol/L, durante 30 minutos. O grupo que ndo recebeu o
tratamento foi utilizado como controle.

Ap0s o periodo de incubacdo com a CIAIPc/NE, cada poco foi lavado 2x com tampéo
PBS 1X e as células foram fixadas com uma solu¢do de paraformaldeido 4%. Realizou-se
novamente a etapa de lavagem com PBS 1X (2x) e entdo adicionou-se uma solugdo de
PBS/glicina 100mM. Realizou-se a etapa de permeabilizacdo com Triton X-100 1% em PBS,
intercalando-se etapas de lavagem. Apés a etapa de permeabilizacdo, as células foram
incubadas com o marcador faloidina (Alexa fltor 488, Life Technologies).

As laminulas contendo as células aderidas foram cuidadosamente retiradas dos pogos e
foi realizada a montagem das laminas com uma gota de ProLong® Gold Antifade reagente
com DAPI (Life Technologies). Depois de prontas, as laminas foram analisadas em

Microscopio Confocal Leica Platform TCS SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).
3.8- Histologia

Os equivalentes dérmicos foram lavados com PBS 1X e fixados com Karnovsky por 4
horas. Em seguida as amostras foram lavadas novamente com PBS 1X e realizou-se o
processo de desidratacdo com concentragdes crescentes de alcool (50%, 70%, 90% e 100%).
Apos a desidratacdo, as amostras passaram por trés banhos de xilol (processo de diafanizagao)

e foram incluidas em parafina para cortes de 9um em micrétomo manual.
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Os cortes foram dispostos em laminas de vidros e seguiu-se com protocolos de
coloragdo com hematoxilina e eosina. Realizou-se também a colora¢do de algumas laminas
com Tricromo de Masson para visualizagéo das fibras de colageno.

Os procedimentos de histologia foram realizados no Laboratdrio da Profa. Dra. Maria

Sol Brassesco Annichini no Departamento de Biologia da FFCLRP.

3.9- Microscopia Eletrénica de Varredura

Os equivalentes dérmicos foram fixados com Karnovsky por 4 horas e em seguida
foram desidratados em &lcool (50%, 70%, 90% e 100%). ApOs este processo, as amostras
receberam um tratamento de secagem no equipamento Critical Point Dryer (CPD 030, Bal-
Tec), que utiliza o CO, para secagem de amostras bioldgicas mantendo suas estruturas
intactas. Este procedimento foi realizado no Departamento de Botanica da FFCLRP.

ApOs 0 processo de secagem, 0s equivalentes estdo prontos para a metalizacdo com
ouro no equipamento Metalizador e Evaporador Bal-Tec SCD 050. As amostras foram
analisadas em Microscopio Eletronico de Varredura Zeiss Evo 50 do Departamento de
Quimica da FFCLRP.

3.10- Zimografia

A técnica de zimografia é baseada na eletroforese em gel de poliacrilamida/bis
copolimerizado com gelatina e serve para a deteccdo da atividade enzimatica de
metaloproteinases. Desta forma, os estudos foram conduzidos com os meios de cultura
coletados durante os experimentos de fotobiomodulacéo nos equivalentes dérmicos (coletados
e armazenados em freezer -80 °C).

Foi utilizado um sistema Bio-Rad do tipo Protean 111°. O gel de corrida (resolving gel)
foi preparado com 20 mg de gelatina dissolvida em 9,7 mL de &gua destilada (em banho-
maria a 56°C). Em seguida, foi adicionado tampdo Tris 1,5 M pH 8,8; SDS 10%;
acrilamida/bis 40% (Bio-Rad); persulfato de amoénio (APS) 10% e N,N,N",N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED, Bio-Rad).

Ap0s o0 processo de polimerizacdo do gel de corrida, foi preparado o gel de aplicacéo
das amostras (stacking gel), de maneira andloga ao gel de corrida, porém com proporcoes
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diferentes dos componentes citados acima e sem gelatina. O gel de aplicacdo foi adicionado
em cima do gel de corrida e utilizaram-se espacadores de 1,5 mm para formacé&o dos canais.

As amostras foram preparadas pela mistura de propor¢des equivalentes das amostras de
meio de cultura aliquotadas e de tampédo de amostra (SDS 10%, glicerol, tampé&o Tris 0,5 M
pH 6,8 e corante azul de bromofenol 0,1%) e aplicou-se 10 pL sobre cada canal do gel. A
cultura de células de fibrosarcoma HT-1080 foi utilizada para a producdo do meio de cultura
utilizado como padréo para as bandas das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9.

Uma solucéo de tampdo Tris foi utilizada como tampéo de corrida e as amostras foram
aplicadas sobre o gel imerso no tampéo de corrida (apds montagem do sistema). Iniciou-se a
eletroforese com aplicagdo de 70 V por 30 minutos e em seguida, 90 V por aproximadamente
2 horas. Terminada a eletroforese, os géis foram lavados (2 x 30 min cada) com solucéo de
Triton X-100 2,5% para eliminar o SDS e depois com agua destilada. Ao final das lavagens,
os géis foram incubados a 37 °C com tampao de incubagdo (Tris 50 mM pH 8,0; NaNs e
CaCl; 5,0 mM) por 24 horas. No dia seguinte, o gel foi removido do tampdo de incubagéo e
adicionou-se a solucdo de coloracdo (Azul de Coomassie 0,1%, acido acético 10% e
isopropanol 20%) e finalmente, 0 meio de descoloracdo (acido acético 10% e isopropanol
20%). A quantificagdo das bandas proteoliticas é realizada através de um sistema de aquisi¢do
de imagens UVITEC (UVIdoc HD2/20M, Cambridge, UK).

1. Preparo do gel de poliacrilamida 3. Eletroforese com
copolimerizado com gelatina aplicagdo de 90 V
2. Aplicagao o
das amostras ‘
—

7. Descoloragdo com
solugdo de acido
acético/isopropanol

6. Coloragao com solugdo de
4. Lavagem do gel com azul brilhante de Coomassie
Triton X-100 e s

5. Incubagio com tampao
de ativagdo a 37°C por 24
horas

8. Revelacao das bandas proteoliticas

Figura 12 — Esquema representativo das etapas da técnica de zimografia em gel.
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IV- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1-  Acompanhamento da estabilidade da nanoemulsdo de CIAIPc

O monitoramento da estabilidade fisico-quimica da formulacdo nanoemulsdo de
CIAIPc foi realizado através do acompanhamento do tamanho médio de particulas, indice de
polidispersdo (IPd) e potencial zeta durante 6 meses no equipamento Zetasizer®.

Os métodos mais utilizados para determinacdo do tamanho de particula séo a
espectroscopia de correlacdo de fétons e as microscopias eletrdnica de varredura ou
transmissdo (MEV ou MET) (SCHAFFAZICK et al., 2003). A espectroscopia de correlacéo
de fdtons, ou também chamada de espalhamento dindmico de luz (em inglés, Dynamic Light
Scattering), € um método rapido e facil para determinacdo da distribui¢do, tamanho médio de
particulas e indice de polidispersdo de uma amostra, podendo ser utilizado em analises
rotineiras (GAUMET et al., 2008a).

O tamanho de particula é obtido pela determinacdo do raio hidrodindmico das
particulas em suspensdo através da interacdo com a luz, geralmente em um angulo de 90°, a
qual cada particula é vista como uma esfera (SCHAFFAZICK et al., 2003; GAUMET et al.,
2008b). Alguns pardmetros como viscosidade ou pH do meio dispersante, temperatura,
concentracdo das particulas e sedimentacdo podem influenciar nos resultados. Geralmente a
analise é realizada em meio aquoso para ndo interferir nestes resultados.

Os dados encontram-se abaixo nas Figuras 13 e 14. A nanoemulsdo de CIAIPc obtida
apresentou tamanho médio de particulas de 181.4 nm no primeiro dia apds o preparo, ou seja,
a distribuicdo de particulas foi simétrica ao redor do valor 181 nm. Os dados foram analisados
estatisticamente pelo método One-Way ANOVA seguido do pds-teste Tukey’s t-test para
multiplas comparac6es entre as amostras e nao houve significancia estatistica entre a primeira

e ultima analise do tamanho médio de particulas (considerando p<0,05).
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Figura 13 - Acompanhamento da estabilidade da nanoemulsdo de CIAIPc em funcdo do tempo através da
analise do tamanho médio de particulas e indice de polidisperséo (1Pd).
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Figura 14 - Acompanhamento da estabilidade da nanoemulsdo de CIAIPc em funcdo do tempo através da

analise do Potencial Zeta.

A tendéncia a agregacdo ou sedimentacdo pode ser monitorada pela observacdo de

mudancas na distribuicdo de tamanhos de particulas, sendo um pardmetro importante para

avaliacdo da estabilidade em funcdo do tempo de armazenamento (SCHAFFAZICK et al.,

2003), por isso podemos dizer que a formulagdo manteve-se estavel até o final do periodo

analisado, ndo apresentando fendmenos de agregacao aparente.

Idealmente, os nanocarreadores apresentam uma distribuicdo de tamanho de particula

unimodal (somente uma populacédo) e baixo indice de polidispersdo (SCHAFFAZICK et al.,

2003). A interpretacdo da distribuigdo do tamanho de particula esta associada ao indice de
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polidispersdo (IPd). O IPd leva em consideracdo o tamanho médio de particula, o indice de
refracdo do solvente, o angulo de detecgéo e variancia da distribuicdo. Em uma escala de 0 a
1, um indice de polidispersdo menor que 0,1 estd associado a uma alta homogeneidade da
amostra (populacdo monomodal). Ao contrario, um IPd alto sugere uma distribuicdo de
tamanho de particulas ampla (sistema polidisperso) ou vérias populagdes (plurimodal)
(GAUMET et al., 2008a). Valores de IPd acima de 0,3 indicam alta heterogeneidade da
amostra (VERMA et al., 2003).

Podemos dizer que a nanoemulsdo de CIAIPc utilizada é um sistema
predominantemente monodisperso, indicado pelo IPd relativamente baixo (menor que 0,3) e
apresenta, portanto, homogeneidade na amostra.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas analisadas, sendo que
um valor absoluto alto sugere alta estabilidade da nanoemulsdo devido as forcas de repulsao
existentes que tendem a evitar a agregacdo (KULKARNI e FENG, 2013; SCHAFFAZICK et
al., 2003). Desta forma, a analise do potencial zeta da nanoemulsao de CIAIPc indicou que as
particulas também sdo estaveis do ponto de vista de equilibrio eletrostatico, reafirmando a alta
estabilidade do sistema, ja que este resultado esta de acordo com os outros dados (tamanho de

particulas e 1Pd).

4.2-  Ensaio de biocompatibilidade da nanoemulséo

A biocompatibilidade da formulacdo foi avaliada com a nanoemulsdo “vazia”, ou seja,
sem a incorporacdo do farmaco fotossensibilizante (ftalocianina).

As culturas celulares de fibroblastos NIH/3T3 foram incubadas nas concentracGes de 1%;
2,5%; 5,0%; 7,5% e 10% (v\v) e o teste de MTT foi utilizado para avaliar a viabilidade celular

apos o tratamento (conforme protocolo descrito no Item 3.3).
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Figura 15 - Ensaio de biocompatibilidade in vitro da formulacdo nanoemulsdo vazia (NE vazia) em cultura de
fibroblastos NIH/3T3. CT = controle; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0% = porcentagem em volume de formulacdo. O
ensaio foi realizado em triplicata, sendo n=16 pocos para cada réplica. A significancia estatistica foi determinada
pelo teste de varidncia One-Way ANOVA seguido do pds-teste Tukey t-test para maltiplas comparagfes
(p<0,05). *Resultados que apresentaram significancia estatistica comparados com o grupo controle (CT).

Os resultados indicam auséncia de citotoxicidade dos componentes da formulacéo na faixa
de concentracdo avaliada, ou seja, até 10% (v/v). Para todas as concentracdes avaliadas, a
viabilidade celular obtida foi préxima ao percentual do grupo controle, e exceto para a
concentracdo de 5%, ndo houve variacao estatistica entre os valores encontrados (p<0,05).

Esta analise preliminar da formulacdo sem o farmaco € um ensaio importante para
determinacdo da faixa de concentracdo do farmaco que sera incorporado na formulagdo. Ou
seja, levando em consideracdo a concentracdo de ftalocianina que se deseja utilizar nos
experimentos futuros, sabemos que até 10% em volume de formulacdo “vazia” ndo causa

morte celular.

4.3- Ensaio de citotoxicidade da nanoemulséo de CIAIPc

A citotoxicidade da formulacdo CIAIPc/NE também foi avaliada (na auséncia de luz)
em cultura de células em monocamada através do teste de MTT, como descrito anteriormente
(Item 3.3).

Este é um ensaio importante, pois aliado aos resultados anteriores da nanoemulséo
vazia, é indicativo da biocompatibilidade da formulacdo (1ISO 109931). Desta forma, pode-se
determinar uma faixa de concentracdo adequada e segura para utilizarmos nos proximos testes

in vitro.
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Sendo assim, as culturas celulares foram incubadas nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,5;
5,0 e 10 umol/L de CIAIPc/NE.

Os resultados (Figura 16) mostram auséncia de citotoxicidade nas concentracdes até
5,0 umol/L, pois o percentual de viabilidade celular obtido foi maior que 80% do grupo
controle (sem formulacéo, somente meio). Na concentragéo de
10.0 pmol/L a viabilidade celular foi de aproximadamente 78%, indicando inicio de
toxicidade. Observou-se que houve diferenca estatistica nas concentracbes de 5,0 e
10 pmol/L, quando os resultados foram comparados com o grupo controle (CT) pelo teste de

variancia One-Way ANOVA, seguido do pos-teste Tukey t-test.
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Figura 16 - Ensaio de citotoxicidade in vitro da formulagdo nanoemulsdo de CIAIPc em cultura de células-
tronco HBMS, na auséncia de luz. CT = controle; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 = concentragdo de CIAIPc/NE
(umol/L). O ensaio foi realizado em triplicata, sendo n=16 pocos para cada réplica. A significancia estatistica foi
determinada pelo teste de varidncia One-Way ANOVA seguido do pos-teste Tukey t-test para mdultiplas
comparag0es (p<0,05). *Resultados que apresentaram significancia estatistica comparados com o grupo controle
(CT).

Além disso, testou-se a citotoxicidade da formulacdo CIAIPC/NE em cultura de
fibroblastos humanos BJ (ATCC® CRL-2522™) e observou-se também a auséncia de

citoxicidade nas mesmas concentragdes de CIAIPc/NE (0,5 a 10 pumol/L) (Figura 17).
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Figura 17 - Ensaio de citotoxicidade in vitro da formulagdo nanoemulsdo de CIAIPc em cultura de fibroblastos
humanos BJ, na auséncia de luz. CT = controle; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 = concentracdo de CIAIPc/NE (umol/L).
O ensaio foi realizado em triplicata, sendo n=16 pocos para cada réplica. A significancia estatistica foi
determinada pelo teste de variancia One-Way ANOVA seguido do pos-teste Tukey t-test para mdaltiplas
comparag0es (p<0,05). Ndo houve significancia estatistica entre as amostras.

Nos ensaios de fotobiomodulagdo (testes que serdo discutidos no Item 4.11) a
nanoemulsdo de CIAIPc foi adicionada ao meio de cultura dos equivalentes dérmicos e o
tratamento ndo foi retirado. Por isto, decidiu-se também avaliar a citotoxicidade da
CIAIPc/NE em um periodo maior de incubacdo que o protocolo convencional do laboratério
(3 horas) e realizamos este mesmo ensaio, porém, o periodo de incubacdo foi de 24 horas. Ou
seja, apos 24 horas o meio de cultura contendo CIAIPc/NE foi retirado das placas de 96 pogos
e entdo prosseguiu-se com o protocolo do ensaio de MTT. Nao foi observado citotoxicidade

mesmo apOs um periodo maior de incubacédo (Figura 18):
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Figura 18 - Ensaio de citotoxicidade in vitro da formulagdo nanoemulséo de CIAIPc ap6s 24 horas de incubagédo
em cultura de fibroblastos NIH/3T3, na auséncia de luz. CT = controle; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 = concentracdo de
CIAIPc/NE (umol/L). O ensaio foi realizado em triplicata, sendo n=16 pocos para cada réplica. A significancia
estatistica foi determinada pelo teste de variancia One-Way ANOVA seguido do pds-teste Tukey t-test para
multiplas comparaces (p<0,05). Ndo houve significancia estatistica entre as amostras.
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4.4-  Microscopia Confocal em monocamada

Realizamos o estudo de microscopia confocal in vitro (monocamada) para observar as
caracteristicas celulares da linhagem de fibroblastos humanos BJ e verificar a localizacdo
intracelular do farmaco fotossensibilizante ftalocianina de cloro-aluminio.

Foi utilizado o marcador faloidina (Alexa flior 488) para visualizacdo do citoplasma
celular, que possui excitagdo em 495 e emissdo em 518 nm, e o nucleo celular foi marcado
com DAPI (excitagdo 360 nm e emissdo 460 nm). Na Figura 19 podemos observar o
citoplasma celular em verde (faloidina) e o nucleo celular marcado em azul (DAPI). Como ja
haviamos observado na microscopia de campo claro, a linhagem BJ possui morfologia
alongada com citoplasma abundante e prolongamentos que realizam o contato entre as células
quando em cultura, e por isso acabam se tornando células grandes.

Neste procedimento, a vantagem de se trabalhar com a ftalocianina de cloro-aluminio €
que devido as suas caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas ndo ha necessidade de utilizacéo
de marcadores especiais. Desta forma, o farmaco foi excitado em um determinado
comprimento de onda (610 nm) e posteriormente emitiu em outro comprimento de onda de
menor energia (675 nm). Na Figura abaixo, podemos observar a presenca intracelular da
CIAIPc (em vermelho) e concluimos que o tempo de incubacao utilizado no procedimento foi
suficiente para internalizacdo do farmaco que fica localizado homogeneamente no citoplasma

da célula.
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Figura 19 - Microscopia confocal in vitro. DAPI (azul): nicleo celular; Faloidina (verde): citoplasma; CIAIPc
(vermelho).

4.5-  Extracdo do colageno tipo |

O colageno do tipo | pode ser extraido e isolado a partir de fontes animais (bovinos,
suinos e ratos) e utilizado na engenharia tecidual na construcdo dos tecidos in vitro.

A molécula de coladgeno nativa pode ser dividida basicamente em trés dominios:
telopeptideo amino-terminal (N-terminal), regido de tripla hélice e telopeptideo carboxi-
terminal (C-terminal). Nestas regides sdo onde se encontram os residuos de lisina ou
hidroxilisina responsaveis pelas ligacGes cruzadas covalentes intermoleculares entre as
cadeias de colageno. O tratamento do coldgeno com enzimas proteoliticas como a pepsina
pode clivar os telopeptideos terminais para produzir uma molécula de atelocolageno, ou seja,
sem 0s telopeptideos, porém com a estrutura de tripla hélice intacta.

Desta forma, o coldgeno pode ser obtido comercialmente em duas formas,
telocolageno e atelocolageno. O primeiro € obtido através de métodos enzimaticos, na qual 0s
telopeptideos terminais presentes na molécula de colageno sdo clivados por enzimas e obtém-
se 0 atelocolageno. Quando a extracdo é realizada em meio acido fraco, os telopeptideos séo

mantidos, obtendo-se assim o colageno na forma de telocolageno. Podemos dizer que o
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telocoldgeno é uma forma extraida mais nativa, pois preserva melhor as caracteristicas da
molécula de colégeno.

Os telopeptideos ndo possuem a sequéncia repetida de Gly-X-Y e por esta razdo nao
sdo helicoidais. Em vez disto, eles possuem um aminodcido incomum denominado
hidroxilisina, que é importante para a formagdo e estabilizagdo das fibras de coldgeno. No
processo de fibrilogénese, a enzima lisil oxidase catalisa a ligagdo covalente entre os residuos
de lisina (ou hidroxilisina) nos telopeptideos N-terminais e C-terminais de moléculas
adjacentes, unindo duas moléculas de colageno ao longo da fibrila. Sendo assim, a remogéo
destes telopeptideos pode resultar em um arranjo amorfo das moléculas de colageno e perca
da capacidade de formacéo das fibrilas. Estudos mostram que o telocolageno utilizado in vitro
apresenta capacidade de polimerizacdo mais acelerada formando géis mais consistentes e
resistentes (HOLMES et al., 2017).

A partir destas informacg6es, concluimos que o método de extracdo escolhido (extracéo
com &cido fraco), além de baixo custo, também proporciona a obtencdo de moléculas de
colageno de forma facil e rdpida que podem ser utilizadas na formacdo de matrizes
extracelulares na &rea de engenharia tecidual. As estruturas obtidas sdo principalmente
unidades de tropocoldgeno, com os telopeptideos preservados e, portanto, com alta
capacidade de formacdo de fibrilas em condic¢des adequadas.

Entretanto, o rendimento do processo é relativamente menor, pois as ligacGes
covalentes que ocorrem nas fibras de coldgeno sdo quimicamente rearranjadas com o tempo
nos tecidos maduros para formar ligacfes acido-estaveis (ligacdes aldiminas), responsaveis
pelo aumento da forca mecénica das fibras. Por isso, em tecidos maduros, apenas uma
pequena fracdo do colageno é constituida de mondmeros sollveis em &cidos (10%) e o
restante que encontramos sédo fibras poliméricas insoltveis (HOLMES et al., 2017). Por isso,
apos procedimento de extracdo das moléculas soluveis em &cido fraco, é importante que a
solucdo seja centrifugada (em alta rotacdo) para a separacao destas estruturas insollveis.

Foram testados dois protocolos de extracdo de colageno tipo | em solugdo de &cido
acético e observamos algumas diferencas na solugdo final obtida, como por exemplo, na
concentracdo final e no potencial hidrogénio-idnico (pH), que acreditamos ter influéncia nos
resultados experimentais que serdo mostrados na sequéncia.

Primeiramente, a extracdo do colageno tipo I foi realizada em solucgéo de acido acetico
0,1 % (v/v) na proporcdo de 60 mL de solugéo para cada 1 g de tenddo. Com este protocolo
obtivemos uma solucdo final de concentragéo aproximadamente 1mg/mL (dados apresentados
no Item 4.6) e pH final de 4.5.
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Testamos também outro protocolo de extracdo, na qual inicialmente os tenddes foram
expostos a uma solugdo de acido acético 1,5% (v/v) por 1h30 com o intuito de acelerar o
processo de extracdo e posteriormente, o volume de acido foi diluido para obter uma solugéo
acida de concentracdo final de 0,5% (v/v). A proporcdo utilizada foi de 100 mL de acido
acético para cada g de tenddo. Neste protocolo obtivemos uma solugdo de colageno com
concentragéo final de aproximadamente 0,5 mg/mL e pH 2.0.

O ponto isoelétrico do coladgeno encontra-se na faixa de pH 6,5 a pH 8,5. Portanto, em
meio acido predominam moléculas de carga positiva, favorecendo as ligacbes com as
moléculas de &gua, ou seja, neste pH as moléculas de coldgeno possuem capacidade de
absorver grande quantidade de 4gua, ocorrendo o que chamamos de “inchago” da molécula de
colageno (FERREIRA DA SILVA e BARRETTO PENNA, 2012). Acredita-se que estas
interacdes em meio &cido estabilizam as moléculas de colageno, de forma que ndo ocorram
ligagBes, ou se ocorrerem, em menor quantidade, entre as proprias moléculas de colageno,
predominando estruturas isoladas ou de peso molecular menor.

Segundo estudo realizado por Chaudry, em pH inferiores a 4,25 predominam-se
estruturas denominadas de ‘“swollen collagen” (colageno inchado), caracterizadas por
moléculas desordenadas de tropocoladgeno, mas que ainda possuem uma estrutura secundaria.
Em pH fisioldgico (pH 7,4) encontramos principalmente estruturas fibrilares, devido a
capacidade das fibras de colageno se reconstituir in vitro (CHAUDRY et al., 1997).

O colageno tipo | extraido em solucdo de acido acético 0,1% e com pH final de 4,5
apresentou bons resultados no inicio dos experimentos, porém ap6s algum tempo, come¢amos
a perceber diferenca na formacédo e na cinética de contracdo da matriz extracelular. Por isso,
recomendamos que esta seja imediatamente utilizada e ndo seja armazenada por periodos
longos.

O coléageno tipo | extraido em solucdo de &cido acético 0,5% e pH final de 2,0
apresentou-se estavel e foi utilizado até o final deste projeto. Concluimos, que para melhor
conservacao é desejavel que a solucdo de colageno seja armazenada em pH acido (pH = 2,0)
em geladeira (temperatura entre 2°C e 8°C). Além disso, observamos que as solugdes de
coldgeno encontradas no mercado s&o disponibilizadas nesta faixa de pH, reforcando que séo

melhor conservadas desta forma.
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4.6- Quantificacdo do colageno do tipo |

O colageno tipo | foi extraido de tenddes da cauda de ratos Wistar, de acordo com
protocolo descrito anteriormente (Iltem 3.4.1). Apds a dialise da solucdo obtida, realizou-se a
quantificacdo da hidroxiprolina livre na amostra. A prolina é um aminoacido abundante no
colageno presente em sua forma hidroxilada.

Construiu-se uma curva de calibracdo, a partir de um estoque padrdo de hidroxiprolina
(Sigma-Aldrich). O teste foi realizado em triplicata e utilizou-se 9 concentracdes diferentes de
hidroxiprolina, variando-se de 0,8 pg/mL a 4,0 pg/mL. A curva obtida (Figura 20) apresentou
linearidade na faixa de concentracdo avaliada e coeficiente de correlagdo linear adequado
(r=0,99), podendo entdo ser utilizada para determinar a quantidade de hidroxiprolina livre na
solucdo de colageno (BRASIL, 2003).
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Figura 20 - Curva de linearidade do padrdo de hidroxiprolina (triplicata). O coeficiente de correlacdo linear
obtido foi de 0,9947 (Equagdo de reta: y = 0,2207x + 0,0256).

Através da equacdo de reta obtida, determinou-se a quantidade de hidroxiprolina livre
presente na amostra de colageno. Segundo Kolar, a relacdo entre hidroxiprolina e colageno é
de 12,5%, e a partir desta porcentagem calculou-se entdo a concentragdo da amostra de
coldgeno (KOLAR, 1990). A concentracdo obtida foi de aproximadamente 1,1 mg/mL para o
colageno extraido em acido acetico 0,1%; e
0,51 mg/mL para o colageno extraido com acido acético 0,5%. Estas concentracfes obtidas

foram levadas em consideragéo posteriormente no preparo dos equivalentes dermicos.
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4.7-  Preparo dos Equivalentes Dérmicos e determinacéo da cinética de contragéo

Os equivalentes dérmicos obtidos nesta etapa do trabalho foram preparados com
fibroblastos humanos BJ (ATCC® CRL-2522™) e uma matriz de colageno do tipo I. O
colageno tipo | € a principal proteina estrutural e funcional encontrada na matriz extracelular
da derme humana. O colageno apresenta biocompatibilidade e baixa imunogenicidade,
tornando a sua utilizacdo segura. Além disso, as estruturas formadas apresentam poros
adequados, que fornecem um microambiente favoravel para a adesdo, proliferacdo e migracao
celular. Por isso, o colageno é o material natural mais estudado e clinicamente utilizado no
desenvolvimento de substitutos cutaneos pela engenharia tecidual (Bl e JIN, 2013; DEBELS
et al., 2015b; NICHOLAS , JESCHKE e AMINI-NIK, 2016).

Apbs o preparo dos equivalentes dérmicos, monitorou-se por 14 dias o didmetro médio
de cada disco para determinacdo da cinética de contragdo e também se observou a formacao
da matriz tridimensional de coldgeno por microscopia Optica, através de um sistema de
aquisicdo de imagens acoplado a um microscépio optico.

A seguir, a Tabela 2 apresenta os didmetros de cada equivalente dérmico no periodo de
até 14 dias ap6s o preparo e o perfil de contracdo dos discos a partir do valor médio dos
didmetros esta representado na Figura 21.

Tabela 2 — Diametro (em cm) dos equivalentes dérmicos monitorados por 14 dias ap6s o preparo (DO = dia do
preparo).

D1 D2 D3 D5 D7 D10 D14
ED1 3.6 2.8 2.5 2.3 2.0 1.7 15
ED2 3.5 2.8 2.5 2.1 1.9 1.6 14
ED3 3.0 2.5 24 2.1 1.8 1.6 1.3
ED4 3.1 2.5 24 2.1 1.9 1.6 1.3
EDS5 3.2 2.7 25 2.2 1.9 1.7 1.4
ED6 3.2 2.6 25 2.3 2.0 1.7 1.4
ED7 3.2 2.7 2.4 2.2 1.9 1.7 1.4
EDS8 3.2 2.5 2.4 2.0 1.8 15 1.3
ED9 3.0 2.5 2.4 2.2 1.9 1.7 15
ED10 3.0 2.6 24 2.2 1.9 1.6 1.3
ED11 2.9 2.4 2.3 2.0 1.8 15 1.3
ED12 3.0 2.5 24 21 1.9 1.6 1.4
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Figura 21 - Perfil de contracdo médio dos equivalentes dérmicos preparados com fibroblastos humanos BJ
(ATCC® CRL-2522™) (1x10° células/ED) ao longo de 14 dias. Considerou-se como diametro inicial o tamanho
interno de uma placa de Petri de 60 mm (53 mm).

Apo6s 24 horas do preparo, 0s equivalentes dérmicos contrairam e apresentaram
didmetros médios variando entre 2,9 e 3,6 cm. Ao final das duas semanas, 0s equivalentes
dérmicos apresentaram diametro médio entre 1,3 e 1,5 cm, variando apenas 0,2 cm entre eles,
ou seja, obtivemos discos de tamanhos homogéneos. Além disso, podemos dizer que 72 horas

(3 dias) foi o periodo critico, na qual ocorreu a maior parte da contragéo.
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Figura 22 - Fotografias dos equivalentes dérmicos (ED) em meio DMEM 10% completo nas placas de Petri de
60 mm de didmetro para cultura celular em suspensédo ao longo dos 14 dias de monitoramento. D1, 2, 3, 5, 7, 10
e 14 = dias apés o preparo. Linhagem celular de fibroblastos humanos BJ (ATCC® CRL-2522™) 1x10°
células/ED.

Utilizando-se um sistema de aquisicdo de imagens acoplado ao microscopio optico, foi
possivel visualizar a formacdo da rede tridimensional de colageno. Na Figura 23, podemos
observar a formac&o da rede intercelular j& no primeiro dia apos o preparo dos equivalentes
dérmicos. A partir do 3° dia podemos observar varios pontos mitéticos (pontos mais escuros)
e uma rede tridimensional densa, sendo que sua visualizacdo em microscépio convencional

torna-se dificil apds o quinto dia.
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Figura 23 - Micrografias mostrando a matriz tridimensional de colégeno dos equivalentes dérmicos. A = 24
horas; B = 48 horas; C = 3 dias; D = 5 dias; E = 7 dias apds o preparo. Linhagem celular de fibroblastos
humanos BJ (ATCC® CRL-2522™) 1x10° células/ED. Imagens obtidas com conjunto de objetivas A-Plan
10x/0,25 Ph1, adaptado com uma camera digital Canon 7.2 Mpixels.

As células possuem a capacidade de reestruturar e remodelar a matriz extracelular
através de varios mecanismos bioguimicos que sdo importantes para no crescimento e
desenvolvimento de tecidos, manutencdo e funcionamento e também reparo de tecidos
danificados. Estes mecanismos bioldgicos podem ser explorados e estudados in vitro através
da utilizacdo de hidrogéis que mimetizam a matriz extracelular e formam ambientes
tridimensionais para o crescimento celular. Os hidrogéis utilizados na engenharia tecidual
podem ser divididos basicamente em duas categorias: polimeros naturais ou sintéticos. Os
hidrogéis naturais mais utilizados sdo o colageno, acido hialurérico, alginato, quitosana e
agarose (AHEARNE, 2014).

Jaqueline Martins Gehlen



48
Resultados e Discusséo

Um fator importante a ser considerado no estudo do comportamento celular na
presenca de matrizes extracelulares é a interagdo e 0s mecanismos de adesao célula-hidrogel.
Estes mecanismos irdo influenciar na contracdo e estabilizacdo do hidrogel. No caso do
colageno e da fibrina, por exemplo, as células conseguem se ligar diretamente no hidrogel
através de receptores celulares de superficie como integrinas e sindecanas, que Sao
glicoproteinas transmembranas envolvidas na adeséo e migragéo celular.

Os fibroblastos se ligam e se desprendem das fibras de coldgeno através da a2f1
integrina e utilizam movimentos para “puxar” as fibras de colageno e se aproximar umas das
outras.

Se as fibras de colageno ndo tiverem forca suficiente para resistir a forca aplicada, entéo estas
irdo se curvar resultando em um remodelamento contractil da matriz extracelular, como
demonstrado na Figura 24 (AHEARNE, 2014).

(a) (b)

S-S
R

’ @ célula ~——— fibras de colageno o sitios de adesado

Figura 24 - Desenho esquemético do processo de contracdo em uma matriz de colégeno. (a) inicialmente as
células estdo espalhadas na matriz extracelular (b) as células adquirem morfologia alongada e se aderem as fibras
de colageno através de proteinas de membrana como a integrinas (c) as células “puxam” as fibras fazendo com
que estas se curvem (d) as células de desprendem e se aderem as outras fibras resultando no processo de
contracdo. Imagem retirada e adaptada de ((AHEARNE, 2014).

A reducdo no didmetro dos equivalentes dérmicos deve-se também ao evento de
intercruzamento das cadeias de colageno que diminuem progressivamente a dimensao linear
da amostra. Se considerarmos que processos de intercruzamento ou chamado crosslinking séo

etapas reativas na qual a taxa ou velocidade de reacdo depende do quadrado da densidade de
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sitios ou grupos reativos de intercruzamento de cadeias, entdo este processo pode apresentar
uma evolugdo temporal de segunda-ordem. Alguns trabalhos reportados na literatura tém
descrito a cinética do processo a partir destas consideracfes (BUTLER , NG e PUDNEY,
2003; DAVIS e TABOR, 1963). Na sua forma integrada, e considerando o didmetro como
propriedade representativa, um grafico do inverso do didmetro contra o tempo de reagdo
poderd apresentar uma regido linear onde ocorre a predominancia do intercruzamento como
um processo de segunda ordem. O grafico abaixo ilustra 0 comportamento tipico de uma

amostra de equivalente dérmico com o comportamento cinético descrito acima.
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Figura 25 - Grafico do inverso do diametro D (mm) dos equivalentes dérmicos versus tempo de contracdo em
dias.

A partir da inclinacdo da regido linear podemos calcular a taxa de redugdo do diametro
com o tempo e o resultado obtido para a amostra foi de 2,9 + 0,1 x 10~ (mm.dia) . Nota-se a
presenca de uma regido inicial ndo linear na Figura 25, onde o processo de contracdo dos
equivalentes dérmicos é maior, e posteriormente, apresenta uma cinética mais lenta. A rede
tridimensional de colageno é rapidamente formada e determinada por mecanismos celulares
que envolvem a liberagdo de fatores de crescimento e diversos sinalizadores bioquimicos para
induzir o processo de contracdo. Além disso, 0 processo de intercruzamento das fibrilas de
colageno tambem € um fator determinante na taxa de reducdo do diametro. Em um processo
classico os equivalentes dérmicos mantém uma cinética de contracdo que tende a se

estabilizar com o decorrer do tempo. Fatores como concentracdo celular, grau de
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intercruzamento e concentracdo de colageno podem interferir neste processo, como veremos

nos proximos itens.

4.8- Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura € uma técnica que produz imagens de alta
resolucdo da superficie da amostra analisada, e por isso escolhemos esta metodologia para
complementar os estudos de caracterizagdo do modelo tridimensional. Nas Figuras abaixo (26
e 27), podemos visualizar a rede de colageno densa que é formada no 14° dia ap0s o preparo
dos equivalentes dérmicos.

No aumento de 500 X temos uma imagem geral da estrutura formada, no qual as fibras
de colageno e as células se organizam para formar uma rede bem fechada, somente com
alguns poros maiores, produzindo uma camada que parece “proteger” o sistema. Podemos
visualizar a existéncia de fibras de colageno mais finas e outras maiores formando esta rede
densa.

Nos aumentos maiores (1.50 K X e 5.00 K X) podemos identificar a morfologia das
células dispersas na rede de colageno (detalhe para o aumento maior de 5.00 K X). Na
linhagem de células-tronco HBMS, visualizamos a morfologia de células bem alongadas.
Enquanto que nos equivalentes dérmicos preparados com a linhagem de fibroblastos
NIH/3T3, a células apresentaram-se menos esticadas, porém com citoplasma maior,

caracteristico desta linhagem, e elas parecem interagir melhor com as fibras de colageno.
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Figura 26 - Microscopia eletronica de varredura dos equivalentes dérmicos 14 dias ap6s o preparo. Linhagem de células-tronco HBMS (6x10° células/ED). Aumento de 500
X,1.50 K X e5.00 K X.
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Figura 27 - Microscopia eletrénica de varredura dos equivalentes dérmicos 14 dias ap6s o preparo. Linhagem de fibroblastos NIH/3T3 (6x10° células/ED). Aumento de 500
X,1.50 K X e5.00 K X.
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4.9-  Histologia

Os equivalentes dérmicos foram fixados e processados no 14° dia ap6s o preparo para
analise histologica. Realizaram-se dois tipos de cortes nas amostras: transversal, onde
podemos ter uma visdo mais superficial do modelo, e vertical, que permitiu a visualizacdo das
camadas internas formadas. As imagens dos cortes realizados estdo apresentadas na Figura
28.

A coloracdo de Tricromo de Masson (em azul) é especifica para marcacdo de
estruturas como o colageno. Observamos a presenca de fibras mais espessas principalmente
nas bordas dos equivalentes dérmicos e outras mais finas, além disso, as fibras tendem a se
organizar no sentido longitudinal da amostra, como visualizado no corte vertical das amostras.

Observamos também regides onde as fibras estdo mais concentradas ao redor das
ceélulas, como mostrado em detalhe no aumento de 40 X.

Na coloracdo de hematoxilina-eosina, podemos observar as células (coradas em roxo)
dispersas na matriz (rosa) e a impressao que temos € que a proporcao de colageno em relacéo
a quantidade de células é bem maior, proporcionando uma matriz onde as células podem

migrar, proliferar e se diferenciar.
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Figura 28 - Imagens de histologia dos equivalentes dérmicos 14 dias ap6s o preparo. Acima com a linhagem de fibroblastos NIH/3T3 (6x10° células/ED) e abaixo com a
linhagem de células-tronco HBMS (6x10° células/ED). Cortes horizontais e verticais de 9um. Coloragio hematoxilina-eosina e Tricromo de Masson.
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4.10- Estudos com os Equivalentes Dermicos: fatores que influenciam a cinética de
contragao

4.10.1- Influéncia da concentracéo celular na contracéo dos ED

A cinética de contracdo dos equivalentes dérmicos depende e pode ser regulada
principalmente pela concentragéo de colageno e pelo nimero inicial de células, além do tipo
celular escolhido. Observa-se que a relagdo entre concentragdo de colageno e contracdo é
inversamente proporcional, ou seja, quanto maior a concentracdo de colageno utilizado,
menor é a contracdo dos discos nos primeiros dias, porém ao longo do tempo essa diferenca
vai se tornando menor. Com relacdo ao nimero de células, observa-se que quanto maior o
namero de células incorporadas no preparo, maior é a taxa de contracdo dos ED nos primeiros
dias (BELL , IVARSSON e MERRILL, 1979).

Avaliou-se a influéncia da concentracdo celular inicial (utilizada no preparo) na
contracdo dos equivalentes dérmicos e formacdo da rede tridimensional de colageno. Para
isto, no momento do preparo dos equivalentes dérmicos escolhemos as seguintes
concentracdes celulares de fibroblastos NIH/3T3: 1x10°, 3x10°, 6x10° e 1x10° células/ED (n
= minimo de 3 ED por grupo). O grafico abaixo representa a cinética de contracdo dos

diferentes grupos avaliados que pode ser visualizada também nas imagens a seguir.

Variacao da concentragao celular

(03]
=]
3

E 50
£
o 40
b
g 30 ’ $ \ +—Grupo 2
= v : rupc
‘E { n
< 30 == Grupo 3
£
Grupo 4
g 10 P
o
o 2 4 B 8 10 12 14

Tempao (dias)

Figura 29 - Perfil de contracdo dos equivalentes dérmicos ao longo de 14 dias. Considerou-se como diametro
inicial o tamanho interno de uma placa de Petri de 60 mm (53 mm). G2 = 3x10° células/ED; G3 = 6x10°
células/ED e G4 = 1x10° células/ED. Linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3.
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Figura 30 - Fotografias dos equivalentes dérmicos (ED) em meio DMEM 10% completo nas placas de Petri de
60 mm de didmetro ao longo dos 14 dias de monitoramento. Linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3. G2 =
3x10° células/ED; G3 = 6x10° células/ED e G4 = 1x10° células/ED. D1, D2, D3, D5, D7, D10 e D14 = dias ap6s
0 preparo dos ED.
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Na concentragdo celular de 1x10° células/ED (Grupo 1) néo houve contracdo do disco,
ou seja, concluimos que o numero de células utilizado no preparo dos equivalentes dérmicos
foi muito pequeno e ndo foi suficiente para iniciar o processo de contracdo. Nos demais
grupos (G2, G3 e G4) observamos que quanto maior a concentracao de células utilizada, mais
acelerado foi o processo de contragdo nos primeiros dias e ao final dos 14 dias os equivalentes
dérmicos com maior quantidade de células apresentaram-se um pouco menores.

Nas micrografias da matriz tridimensional (Figura 31) podemos observar que a
formacéo da rede de colageno foi mais intensa nos grupos na qual utilizamos concentractes
celulares maiores (G3 e G4). No G2 somente apds o 5° dia ap6s o preparo que verificamos
alguma diferenca na matriz, que até entdo apresentou-se dispersa e com aspecto arenoso. No
G4 podemos visualizar a formacdo de uma rede mais densa logo no 2° dia, enquanto que o G3

apresentou resultados intermediarios comparados aos outros dois grupos, como esperado.
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Figura 31 - Micrografias da matriz tridimensional de coldgeno nos equivalentes dérmicos variando a
concentracdo celular inicial. Linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3. G2 = 3x10° células/ED; G3 = 6x10°
células/ED e G4 = 1x10° células/ED. D1, D2, D3, D5 e D7 = dias ap6s o preparo dos ED. Imagens obtidas com
conjunto de objetivas A-Plan 10x/0,25 Ph1, adaptado com uma camera digital Canon 7.2 Mpixels.

No entanto, a partir do 3° dia ap6s o preparo, os ED estabilizaram-se e contrairam
muito pouco no restante do periodo. De acordo com resultados prévios (Item 4.7) e trabalhos
anteriores realizados pelo grupo (PRIMO et al., 2012; PRIMO et al., 2011), esperava-se que
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0s ED mantivessem uma taxa de contracdo até o 14° dia e também apresentassem didmetro
mais reduzido. Por isso, decidimos avaliar outros lotes de coldgeno e comparar a cinética de
contracao.

4.10.2- Influéncia do colageno na cinética de contragdo dos ED

De acordo com os resultados observados no teste anterior (influéncia da variacdo da
concentracédo celular) e com base na experiéncia de outros trabalhos realizados pelo grupo,
resolvemos testar um lote de colageno mais antigo, porém que estava armazenado
adequadamente no laboratorio e comparamos com o colageno que foi extraido inicialmente
para a realizagio deste projeto.

Neste experimento, utilizamos a linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3 na concentracao
celular de 6x10° células/ED (n=minimo de 3 ED por grupo).

Abaixo, o grafico contém a cinética de contracdo de equivalentes dérmicos preparados
com o coladgeno mais recente (colageno 1) e lotes de coldgeno mais antigos, denominados de
coladgeno 2 e 3.

Variacdo do colageno
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Figura 32 - Perfil de contracdo dos equivalentes dérmicos ao longo de 14 dias. Considerou-se como didmetro
inicial o tamanho interno de uma placa de Petri de 60 mm (53 mm). Colageno 1 = lote recente; coldgeno 2 e 3 =
lotes antigos. Linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3 (6x10° células/ED).
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Figura 33 - Fotografias dos equivalentes dérmicos (ED) em meio DMEM 10% completo nas placas de Petri de
60 mm de didametro ao longo dos 14 dias de monitoramento. D3, D5, D7 e D14 = dias ap6s 0 preparo. Linhagem
celular de fibroblastos NIH/3T3 (6x10° células/ED). Colégeno 1 = lote recente; colageno 2 e 3 = lotes antigos.

Utilizando-se um sistema de aquisi¢cdo de imagens acoplado ao microscopio dptico,
acompanhamos também a matriz tridimensional de colageno. Na Figura 34, podemos notar a
diferenca na formacdo da rede de colageno quando utilizamos colagenos diferentes. A rede
apresentou-se mais densa nos colagenos 2 e 3, onde observamos varios pontos mais escuros
na imagem evidenciando que o equivalente dérmico estd mais espesso, enquanto que no
coldgeno 1 a matriz estava menos densa e portanto, mais fragil. De acordo com estes
resultados obtidos suspeitamos de algum problema no processo de extracao do colageno tipo |

ou durante o seu armazenamento.
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Por isso, decidimos realizar novamente a extracdo do colageno tipo | a partir de tenddes de
caudas de ratos, porém utilizando um novo protocolo.

Figura 34 - Micrografias da matriz tridimensional de coldgeno dos equivalentes dérmicos no 5° dia ap6s o
preparo. COL1 = lote recente; COL2 e 3 = lotes antigos. Linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3 (6x10°
células/ED). Imagens obtidas com conjunto de objetivas A-Plan 10x/0,25 Ph1, adaptado com uma camera digital
Canon 7.2 Mpixels.

4.10.3- Comportamento da linhagem celular na cinética de contracéo dos ED

Neste experimento decidimos analisar a cinética de contracdo dos equivalentes dérmicos
utilizando outra linhagem celular. Para tal, escolheu-se a linhagem de células-tronco HBMS e
0s equivalentes dérmicos foram preparados seguindo mesmo protocolo do Item anterior, ou
seja, utilizando a concentracéo celular de 6x10° células/ED (n=minimo de 3 ED por grupo) e
os colagenos lotes 2 e 3 (lotes mais antigos). A seguir, encontram-se 0s resultados obtidos

para a linhagem de células-tronco HBMS.

Linhagem HBMS
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Figura 35 - Perfil de contracdo dos equivalentes dérmicos ao longo de 14 dias. Considerou-se como diametro
inicial o tamanho interno de uma placa de Petri de 60 mm (53 mm). Colageno 2 e 3 = lotes antigos. Linhagem
celular de células-tronco HBMS (6x10° células/ED).
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Figura 36 - Fotografias dos equivalentes dérmicos (ED) em meio DMEM 10% completo nas placas de Petri de
60 mm de diametro ao longo dos 14 dias de monitoramento. D1, D3, D5, D7 e D14 = dias apds o preparo.
Linhagem celular de células-tronco HBMS (6x10° células/ED). Colageno 2 e 3 = lotes antigos.
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Os equivalentes dérmicos preparados com os coldgenos 2 e 3 apresentaram perfil de
contracdo semelhantes neste estudo. Podemos observar um perfil de contracdo classico dos
equivalentes dérmicos, que era esperado segundo estudos anteriores do grupo, no qual os ED
comecgam a contrair nos primeiros dias e mantém a cinética até o final do periodo avaliado (a
contracdo é menor nos ultimos dias, mas eles ndo se estabilizam).

Além disso, a matriz tridimensional foi se tornando mais densa ao longo dos 14 dias
(Figura 37). Nas imagens observamos que no primeiro dia apds o preparo, a matriz dos
colagenos 2 e 3 esta bem organizada e apresentou bastante células e fibras e colageno (densa).
A partir do 3° dia, as matrizes apresentaram-se densas e espessas e percebemos pouca
diferengca entre elas. Concluimos que a linhagem de células-tronco HBMS apresentou
resultados favoraveis, como boa cinética de contracdo e formacdo da matriz de colageno,
podendo ser utilizada também para o preparo dos equivalentes dérmicos e estudos futuros de

fotobiomodulagéo.
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Figura 37 - Micrografias da matriz tridimensional de colageno dos equivalentes dérmicos no 1°, 3° e 5° dias apds
o preparo. COL1 = lote recente; COL2 e 3 = lotes antigos. Linhagem celular de células-tronco HBMS (6x10°
células/ED). Imagens obtidas com conjunto de objetivas A-Plan 10x/0,25 Ph1, adaptado com uma camera digital
Canon 7.2 Mpixels.

4.10.4- Influéncia da concentracdo de colageno na cinética de contracdo dos equivalentes
dérmicos

Como discutido anteriormente, outro fator que pode influenciar a cinética e a formacao
das matrizes de colageno é a concentracdo de colageno utilizada no preparo dos equivalentes
dérmicos. Apo0s a extracao de coldgeno tipo | a partir de tenddes de caudas de ratos em acido
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aceético 0,5% obtivemos uma solucgéo de concentragéo
0,51 mg/mL, mais diluida do que a solucdo obtida no inicio do projeto e utilizada nos
experimentos anteriores. Por isso, € necessario fazer um ajuste na concentracao de colageno.
Os experimentos de influéncia da variacdo da concentracdo celular foram refeitos para
avaliar o comportamento da matriz preparada com este novo lote de colageno. Para tal,
utilizamos a linhagem de fibroblastos NIH/3T3 e as concentragfes de células escolhidas
foram 1x10°células/ED, 3x10°células/ED e 6x10°células/ED. Os resultados encontram-se a

sequir:

Varia¢ao da concentragao celular
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Figura 38 - Perfil de contracdo dos equivalentes dérmicos ao longo de 14 dias. Considerou-se como didmetro
inicial o tamanho interno de uma placa de Petri de 60 mm (53 mm). G1 = 1x10° células/ED; G2 = 3x10°
células/ED e G3 = 6x10° células/ED. Linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3.

Observamos que os equivalentes dérmicos, principalmente no grupo 1 (1x10°células/ED)
apresentaram uma cinética de contracdo classica, ou seja, mais acelerada nos primeiros dias
apos o preparo e que continua até o final do periodo, se estabilizando apenas nos Gltimos dias.
Além disso, no final do periodo avaliado os ED apresentaram diametro pequeno de
aproximadamente 0,9 cm para o grupo 3 e 1,1 cm para o grupo 1. Sobre a influéncia da
concentracdo celular, os resultados estdo de acordo com a literatura e com o teste realizado
anteriormente (Item 4.10.1), ou seja, comprovamos mais uma vez que a concentracgao celular
tem influéncia direta no perfil de contracdo da matriz: quanto maior a quantidade de células
utilizada no preparo, maior € a contragdo inicialmente. Apos 14 dias, essa influéncia torna-se

menor e 0s ED tendem a adquirir o mesmo diametro.
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Nas imagens de histologia abaixo, dos equivalentes dérmicos com 1x10° células/ED e
3x10° células/ED, respectivamente, podemos comparar a densidade celular na regido de corte
histologico horizontal das amostras sete dias ap6s o preparo. No equivalente dérmico
preparado com maior concentracdo inicial de células podemos observar maior nimero de
células no corte histoldgico, como esperado, e os fibroblastos NIH/3T3 parecem formar uma

camada externa mais espessa na amostra.

».
!
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o

Figura 39 - Imagens de histologia dos equivalentes dérmicos preparados com 1x10° células/ED e 3x10°
células/ED de fibroblastos NIH/3T3, sete dias apds o preparo. Coloracdo hematoxilina-eosina (HE). Aumento de
10X.

Quando comparamos os resultados do teste anterior (Item 4.10.1) percebemos que para a
mesma linhagem celular (fibroblastos NIH/3T3) os resultados obtidos de perfil de contracéo
foram bem diferentes. Anteriormente, a concentracio de 1x10°células/ED n&o gerou
contragdo e mesmo com concentracdes bem maiores (1x10°células/ED), os equivalentes
dérmicos ndo contrairam tanto e apresentaram didmetros bem maiores no D14
(aproximadamente 2,4 cm).

Além dos problemas ja discutidos a respeito da extracdo e conservacdo do colageno, um
aspecto muito importante que deve ser levado em consideracdo é a concentragdo do colageno
obtido, ja que o lote novo apresentou concentracdo menor. Decidimos fazer um ajuste na
concentracdo de colageno utilizada no preparo dos ED, porém sem interferir muito no volume
final das placas de  Petri, entdo, o0s volumes de 15 20 e
2,5 mL de colageno foram escolhidos como variaveis neste experimento. O volume de
colageno foi aumentado no momento do preparo dos ED, sem alteracdo dos outros
componentes, sendo que 0 1,5 mL era o volume do protocolo inicial.
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Inicialmente testamos a influéncia da concentracdo de colageno em equivalentes dérmicos
preparados com 1x10°células’fED e depois com concentracdes celulares maiores
(2x10°células’/ED e 3x10°células/ED). Os gréaficos abaixo mostram o0s resultados

comparativos da variagdo da concentracdo de colageno, segundo a concentragéo celular.
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Figura 40 - Perfil de contragdo dos equivalentes dérmicos ao longo de 14 dias de acordo com a concentracéo de
colageno. Considerou-se como didmetro inicial o tamanho interno de uma placa de Petri de 60 mm (53 mm). G1
= 1,5 mL de coldgeno; G2 = 2,0 mL de colégeno e G3 = 2,5 mL de colageno. Linhagem celular de fibroblastos
NIH/3T3. Acima, 1x10° células/ED e abaixo, 2x10° células/ED.

A concentracdo de colageno parece ter influéncia maior quando a concentracdo de
células é menor. Quando a concentracdo celular é maior que 2x10°células/ED, a quantidade
de ceélulas parece determinar mais a cinética de contracdo da matriz do que o proprio
coldgeno. Observamos nas cinéticas de contragdo abaixo (Figura 40) que na concentragdo
celular menor (1x10°células/ED) o efeito da concentracdo de colageno é mais evidente,

enquanto que para a concentragio de 2x10°células/ED, os perfis de cinética foram parecidos.
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Concluimos que a influéncia da concentracdo de colageno € inversamente
proporcional a cinética de contragcdo dos equivalentes dérmicos, ou seja, quanto menor a
quantidade de colageno, maior a contracdo, e este efeito tende a ser mais acentuado em
concentracdes celulares menores.

A analise da rede tridimensional através das micrografias em campo claro (Figura 41)
permitiu visualizar que quando utilizamos maior volume de colageno (2,5mL), a matriz
apresentou-se mais espalhada e com aspecto fragil. Essa diferenca foi bem evidente no 5° dia
apos o0 preparo, pois nos grupos 1 e 2 visualizamos uma rede mais densa com regides mais
espessas (pontos mais escuros), ao contrario do grupo 3, que apresentou uma rede menos
densa. No décimo dia, os grupos 1 e 2 apresentaram matriz bem semelhante, enquanto que no

G3 a organizacao da matriz foi comprometida pela concentracédo de colageno.

Figura 41 — Micrografias da matriz tridimensional de coldgeno dos equivalentes dérmicos no 5° e 10° dias ap6s
o0 preparo. G1 = 1,5 mL de colageno; G2 = 2,0 mL de colageno e G3 = 2,5 mL de coldgeno. Linhagem celular de
fibroblastos NIH/3T3 1x10° células/ED. Imagens obtidas com conjunto de objetivas A-Plan 10x/0,25 Phi,
adaptado com uma camera digital Canon 7.2 Mpixels.

Realizou-se também a analise histolégica dos equivalentes dérmicos deste
experimento e as imagens obtidas para a concentracéo celular de 2x10° células/ED podem ser
visualizadas abaixo. Nos cortes horizontais ndo foi possivel observar diferenca na matriz de
colageno entre 0s grupos com variagdo na concentracdo de colageno. Porém, se analisarmos
0s cortes verticais, no grupo 1 (menor concentracdo de colageno) a matriz parece nao estar
muito bem corada, sugerindo a existéncia de fibras mais finas formando esta matriz. Enquanto

que se observarmos o grupo 3, percebemos a existéncia de fibras maiores e mais alongadas e
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uma distribuicdo heterogénea, com vérias lacunas entre as fibras. Esta formagcao e distribuicéo
das fibras de colageno pode justificar a impressdo de rede menos densa (porosa) e mais fragil
que temos quando visualizamos 0s equivalentes dérmicos a olho nu ou através das

micrografias de campo claro (Figura 41).

Figura 42 - Imagens de histologia dos equivalentes dérmicos com variagdo da concentragdo de colageno, sete
dias ap6s o preparo. Linhagem de fibroblastos NIH/3T3 (2x10° células/ED). Coloragdo hematoxilina-gosina
(HE). Aumento de 10X.

Segundo dados da literatura, a taxa de contracdo das matrizes de hidrogel pode ser
controlada e depende dos mecanismos e forca de ligacdo entre as fibras, nimero de sitios de
ligagbes das proteinas de adesdo e concentracdo do polimero (AHEARNE, 2014). Esta
informac&o esta de acordo com os resultados obtidos, na qual observamos que a cinética de
contracdo dos equivalentes dérmicos depende principalmente do nimero de células (mais
sitios de ligacOes das proteinas de adesdo) e concentracdo do colageno. Ou seja, a utilizacdo
de mais células na matriz extracelular proporcionaria a existéncia de mais sitios de ligacdo nas
fibras de colageno, gerando uma contracdo mais acelerada. Ao contrério a presenca de mais
fibras de colageno (maior concentracdo do polimero), atrapalharia o processo.
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4.11- Estudos aplicados de fotobiomodulacéo nos equivalentes dérmicos

4.11.1- Tratamento dos ED com nanoemulsdo de CIAIPc 10 umol/L e luz de baixa

intensidade.

Apbs a padronizacdo do preparo dos equivalentes dérmicos, iniciamos os estudos de
avaliagdo dos efeitos dos fotoprocessos no modelo celular tridimensional. Este estudo
caracterizou-se pela aplicacdo da formulagéo contendo CIAIPc e luz de baixa intensidade em
doses variadas.

Foram preparados um total de 18 equivalentes dérmicos e estes foram divididos em 6
grupos: Controle (CT), que ndo recebeu tratamento algum; Controle Escuro (CTE), que foi
tratado apenas com a formulacdo (10 pumol/L CIAIPc/NE); Controle luz (CTL), irradiado com
a dose de energia mais alta (70 mJ/cm?) e por Gltimo, grupos de tratamento com a formulagéo
+ luz de  baixa intensidade (20  mJdlcm? 40  milcm® e
70 md/cm?).

A cinética de contracdo de cada disco foi acompanhada durante 14 dias ap6s o

tratamento e esta ilustrada nos gréaficos de barras abaixo (Figura 43).
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Figura 43 - Didmetro dos equivalentes dérmicos. D-1 = Dia de incubagdo com CIAIPc/NE; DO = Dia de
aplicaco da luz de baixa intensidade nas diferentes doses (20, 40 e 70 mJ/cm?). D1; D2; D3; D5; D7; D10; D12;
D14 = dias ap6s irradiacdo. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste de variancia One-Way
ANOVA seguido do pés-teste Tukey t-test para maltiplas comparagdes (p<0,05).

A matriz extracelular também foi monitorada através de micrografias no 1°, 3° 5°e 7°
dias ap0s a irradiagéo.

Observou-se que o grupo Controle Luz (CTL) apresentou comportamento muito
semelhante ao grupo Controle (CT), como ja era esperado. Em ambos 0s grupos, os discos
contrairam normalmente e formaram a rede tridimensional logo no primeiro dia, tornando-se
mais densa ao longo do tempo, como podemos verificar na Figura 44.

Nos grupos tratados com a formulacdo (10 pmol/L CIAIPc/NE), podemos observar
uma diferenciacdo na organizagdo da matriz extracelular de colageno logo no primeiro dia
apos a irradiacdo, sendo mais evidente no grupo tratado com a maior dose de energia (70
mJ/cm?) (Figura 46), caracterizado por uma reducdo da rede e do nimero do pontos de
mitose. Alem disso, como podemos observar nos graficos da Figura 43, os equivalentes
dérmicos apresentaram tamanhos bem maiores comparados ao grupo Controle (CT), notando-

se uma tendéncia de aumento no didmetro, o que esta de acordo com os dados observados na
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Figura 46, pois com a reducdo da formacdo da rede, e dos pontos de mitoses, temos uma
interrupgao no processo de contragéo.

No grupo Controle Escuro (CTE), no qual foi aplicada somente a formulacdo (sem
irradiacdo), o comportamento foi semelhante aos grupos tratados com luz (Figura 45). Este
efeito observado difere do esperado inicialmente, sugerindo um efeito da concentragdo de
ativo no processo de formacédo da rede de coldgeno. Embora a concentracéo utilizada nestes
estudos ndo tenha apresentado citotoxicidade nos testes realizados em monocamada (Item
4.3), acreditamos que no modelo 3D, a mesma esteja interferindo, na formacéo do sistema.
Portanto, foi necessario um ajuste na sua concentracdo, como sera descrito nos proximos

experimentos.

Figura 44 - Micrografias dos equivalentes dérmicos mostrando a matriz tridimensional de colageno. Grupo
CONTROLE = meio DMEM 10 % completo. D1; D3; D5 e D7 = dias ap6s irradiagdo.

Figura 45 - Micrografias dos equivalentes dérmicos mostrando a matriz tridimensional de coldgeno. Grupo
CONTROLE ESCURO = somente incubagdo com CIAIPc/NE por 30 minutos. D1; D3; D5 e D7 = dias ap0s
irradiacdo.

Figura 46 - Micrografias dos equivalentes dérmicos mostrando a matriz tridimensional de colageno. Grupo 70
mJ/cm? = incubacdo com CIAIPc/NE por 30 minutos e aplicagdo da dose de energia 70 mJ/cm? apés 24 horas.
D1; D3; D5 e D7 = dias ap0s irradiacéo.
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4.11.2- Comportamento dos equivalentes dérmicos na presenca de CIAIPc sem
irradiacdo

Apls os estudos de fotobiomodulacdo nos equivalentes dérmicos utilizando a
formulacdo nanoemulsdo de CIAIPc na concentracdo de 10 pmol/L, observamos um efeito
negativo da formulagcdo no Grupo Controle Escuro (tratado somente com a formulacéo, sem
irradiacdo) e por isso, decidiu-se diminuir a concentracdo de tratamento para 3 pumol/L. Além
disso, para eliminar qualquer duvida de toxicidade no modelo tridimensional, avaliou-se o
comportamento dos equivalentes dérmicos na presenca do farmaco fotossensibilizante
sozinho (CIAIPc livre dissolvida em DMSO 0,2%), da nanoemulsdo vazia (sem o farmaco
fotossensibilizante) e do farmaco veiculado no sistema nanoestruturado (nanoemulsdo de
CIAIPc 3 pmol/L).

Os ED dérmicos foram preparados com a linhagem de fibroblastos NIH/3T3 na
concentracdo celular de 2x10° células/fED e 2mL de colageno para formagdo da matriz
tridimensional (dados otimizados em experimentos anteriores). No quarto dia apds o preparo,
os tratamentos foram adicionados ao meio de cultura presente nas placas de Petri com 0s
equivalentes dérmicos. Ndo houve troca de meio imediatamente ap6s o tratamento, para que
0s modelos celulares ficassem em contato com o farmaco por mais tempo. A troca de meio foi
realizada somente no D6 apds o preparo e repetida a cada trés dias até o final do periodo
avaliado.

A seguir, nas imagens podemos visualizar a contracdo dos equivalentes dérmicos ao
longo de duas semanas. O acompanhamento da contracdo foi realizado somente a partir do
D3, dia na qual os ED apresentaram diametro entre 2,0 e 2,3 cm. Ao final dos 14 dias, todos

0S grupos apresentaram-se com diametro aproximado de 1,4 + 0,1 cm.
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Figura 47 - Fotografias dos equivalentes dérmicos (ED) em meio DMEM 10% completo nas placas de Petri de
60 mm de diametro ao longo dos 14 dias de monitoramento. Linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3 (3x10°
células/ED). CT = controle (sem tratamento); NE VAZIA = nanoemulsdo sem CIAIPc; CIAIPc/NE
nanoemulsdo com CIAIPc na concentragdo 3umol/L; Pc livre = CIAIPc dissolvida em DMSO; CT DMSO
somente DMSO 0,2% (v/v). O tratamento foi realizado do D4 apds preparo dos ED. D3, D5, D7, D10 e D14
dias ap0s o preparo.

Comparando-se a cinética de contracdo (Figura 48) do grupo controle (sem tratamento,
somente meio DMEM 10%) com 0s outros grupos, observou-se que mesmo apos a adi¢do dos
respectivos tratamentos os ED continuaram a contrair e as cinéticas de contracdo obtidas
foram bastante semelhantes com curvas praticamente sobrepostas.

A analise da rede tridimensional através de micrografias em campo claro (dados ndo
mostrados) também néo revelou nenhuma alteracdo significativa da matriz. Portanto, nenhum
efeito negativo na formacéo e contracdo da matriz de colageno foi evidenciado, segundo estes
parametros avaliados. Por isso, 0s proximos experimentos de fotobiomodulagcdo foram
conduzidos utilizando a nanoemulsdo de CIAIPc na concentracdo de 3 umol/L.
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Figura 48 - Perfil de contracdo dos equivalentes dérmicos ao longo de 14 dias. Considerou-se como didmetro
inicial o tamanho interno de uma placa de Petri de 60 mm (53 mm). Linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3
(3x10° células/ED). CT = controle (sem tratamento); NE VAZIA = nanoemulsdo sem CIAIPc; NEPc =
nanoemulsdo com CIAIPc na concentragdo 3umol/L; Pc livre = CIAIPc dissolvida em DMSO; CT DMSO =
somente DMSO 0,2% (v/v). O tratamento foi realizado do D4 apds preparo dos ED.

4.11.3- Tratamento dos ED com nanoemulsdo de CIAIPc 3umol/L e luz de baixa

intensidade

Este estudo caracterizou-se pela aplicacdo da formulacdo contendo CIAIPc e luz de
baixa intensidade em 3 doses variadas (baixa, média e alta). Foram preparados um total de 42
equivalentes dérmicos e estes foram divididos em sete grupos: Controle (CT), que ndo
recebeu tratamento algum; Controle luz (CTL), tratado somente com luz de baixa intensidade
na dose mais alta (300 mJ/cm?); Controle Escuro (CTE), que foi tratado apenas com a
formulacdo (3umol/L CIAIPc/NE); Controle de ftalocianina livre (CIAIPc dissolvida em
DMSO) e por dltimo, grupos de tratamento com a formulacdo 3umol/L + luz de baixa
intensidade em trés doses de energia (70 mJ/cm?, 140 mJ/cm? e 300 md/cm?).

Os equivalentes dérmicos foram preparados com a linhagem de fibroblastos NIH/3T3
na concentracdo celular de 2x10° células/ED e 2,0 mL de colageno. A incubacdo com o
farmaco fotossensibilizante foi realizada no 4° dia ap6s o preparo dos equivalentes dérmicos,
sendo que o tratamento ndo foi retirado (ndo houve troca de meio). A aplicagdo da luz de

baixa intensidade nas diferentes doses aconteceu 24 horas apés aplicagdo da CIAIPc/NE, ou

Jaqueline Martins Gehlen



Resultados e Discusséo

75

seja, no 5° dia. A cinética de contracdo de cada disco foi acompanhada durante 21 dias ap6s 0

preparo e estd ilustrada nos graficos de barras abaixo (Figura 49).
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Figura 49 - Diametro dos equivalentes dérmicos. D1; D3; D5; D7; D12; D18; D21 = dias ap6s o preparo dos
equivalentes dérmicos. D4 = Dia de incubacéo com CIAIPc/NE 3umol/L; D5 = Dia de aplica¢do da luz de baixa
intensidade nas diferentes doses (70, 140 e 300 mJ/cm?). Linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3 (2x10°

células/ED).

No primeiro dia apds o preparo, 0s equivalentes dérmicos apresentaram diametros de

aproximadamente 2,5 cm, sendo que a contracdo maior foi observada nos primeiros dias (até

0 3° dia) e também no final do periodo avaliado (18°).
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Sendo assim, a cinética de contracdo pode ser descrita em duas fases, uma mais
acentuada no inicio e uma contracdo mais tardia no final. No periodo intermediario, os
equivalentes parecem ter se “estabilizado” e a contragdo foi pequena, evento que podemos
explicar como efeito de uma possivel reorganizacdo da matriz celular e restabelecimento da
homeostase do sistema. No final do periodo, observamos que todos os equivalentes, inclusive
os tratados com CIAIPc/NE 3umol/L e luz, apresentaram diametros de mais ou menos 1,5 cm
e aspecto semelhantes no que diz respeito a formacao da rede e matriz de colageno.

No 5° dia (24 horas apo0s irradiacdo), os equivalentes dermicos foram analisados
através da microscopia confocal. Como j& haviamos discutido no Item 4.4, a ftalocianina
quando internalizada nas células apresenta uma distribuicdo citoplasmatica, e isto nos
permitiu a visualizacdo do arcabouco celular. Para tal, realizou-se a excitacdo da ftalocianina
no comprimento de onda 610-675 nm e as imagens obtidas estdo nas imagens abaixo. A
distribuicdo celular nos equivalentes dérmicos pareceu ser homogénea em todas as areas

fotografadas, assim como a morfologia observada é caracteristica de fibroblastos NIH/3T3.

Grupo 70 mJ/cm?

Grupo 140 mJ/cm? Grupo 300 mJ/cm?

Figura 50 — Microscopia confocal dos equivalentes dérmicos 24 horas apo6s irradiacdo (D6 apds o preparo).
Linhagem celular de fibroblastos NIH/3T3 (2x10° células/ED). Grupo controle no escuro (CTE) = 3pumol/L
CIAIPc/NE. Excitagéo da CIAIPc em 610-675 nm (vermelho).
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Apenas com estes dados, ndo é possivel dizermos se ocorreu um processo de
proliferacdo celular, para isto, seria necessaria a utilizacdo de outros marcadores celulares
como Ki-67 (proliferacdo celular) ou simplesmente uma marcacdo de nucleo celular ou
citoesqueleto (DAPI e faloidina, respectivamente) para analisarmos a quantidade real de
células. Tentamos realizar a marcacdo do citoplasma celular dos equivalentes dérmicos com
faloidina, porém o marcador ndo internalizou e ndo foi possivel a sua visualizacdo no
microscopio confocal. Também tentamos realizar cortes congelados das amostras, utilizando
0 produto Tissue-Tek, para entdo posteriormente fazermos uma marcacdo especifica, mas
como a matriz de colageno é um sistema fragil, as amostras foram danificadas durante o

processo.

4.11.4- Zimografia: Avaliacdo da expressdo das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9

A zimografia em gel é considerada um método simples, sensivel, quantitativo e funcional
para a deteccdo de formas ativas e latentes de MMPs em amostras biologicas (KUPAI et al.,
2010; SNOEK-VAN BEURDEN e VON DEN HOFF, 2005). A técnica baseia-se na
eletroforese em gel desnaturante de dodecil sulfato de sédio (SDS) copolimerizado com
poliacrilamida e um substrato especifico para a enzima em analise. A utilizacdo da gelatina
como substrato permite a analise da atividade das metaloproteinases MMPs-2 e 9, que sdo
conhecidas como gelatinases.

Durante a eletrofofese ocorre a desnaturacdo e inativacdo das MMPs pelo SDS. A
aplicacdo de uma corrente elétrica possibilita a migracdo das MMPs no gel e sua separacdo
ocorre pela diferenca de peso molecular. Ap6s o término da corrida, as enzimas sao
parcialmente renaturadas, pela remocdo do SDS, através da lavagem do gel com um
detergente néo idnico (Triton X-100). Em seguida, o gel é incubado por 24 horas a 37°C em
um tampdo de ativacdo apropriado, contendo Ca**, pois as MMPs sdo enzimas dependentes de
Ca®*. Nesta etapa, ocorre a digestdo do substrato copolimerizado no gel pelas MMPs, neste
caso, a gelatina. Apés a incubacdo, o gel € corado com uma solucdo de azul brilhante de
Coomassie e o resultado final é a visualizagdo de bandas claras em contraste com o fundo azul
do gel (KUPAI et al., 2010; PRESCIMONE et al., 2014; SNOEK-VAN BEURDEN e VON
DEN HOFF, 2005; VANDOOREN et al., 2013).

Durante o experimento de fotobiomodulagdo os meios de cultura dos

equivalentes dérmicos foram coletados em dias especificos (D8 e D13) para analise das
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metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 através da zimografia em gel. Abaixo, encontram-se 0s
respectivos géis obtidos (Figuras 51 e 52), na qual podemos observar as bandas referentes as
MMP-2 e MMP-9.

CTE PcL 70mJ 140mJ 300mJ Pd

Figura 51 — Gel de zimografia das amostras de meio de cultura da linhagem de fibroblastos NIH/3T3, coletados
no D8. O fibrosarcoma HT-1080 foi utilizado como padréo para determinacdo das bandas de referencia.

70 mJ 140 mJ 300mJ Pd

Figura 52 - Gel de zimografia das amostras de meio de cultura da linhagem de fibroblastos NIH/3T3, coletados
no D13. O fibrosarcoma HT-1080 foi utilizado como padréo para determinacéo das bandas de referéncia.

O meio condicionante extraido de cultura celular de HT-1080 foi utilizado como
padrdo para gerar marcadores positivos para as faixas enzimaticas das MMP-9 e MMP-2 nas
suas formas pré e ativa da MMP-2. A MMP-9 em humanos tem um peso molecular da ordem
de 92 kDA, a MMP-2 pr6 ativa tem peso molecular de 72 kDa e a MMP-2 ativa 66 kDa.
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Estudos mostram que fibroblastos dispersos em uma matriz de coldgeno produzem
MMPs do tipo colagenases (MMP-1) e gelatinases (MMP-2 e MMP-9), resultando na
degradacéo do colageno e outras proteinas. MMP-1 e MMP-2 séo capazes de atacar e clivar a
tripla hélice do colageno tipo I. Entdo, os fragmentos de colageno produzidos ficam
suscetiveis a acdo das gelatinases, que rapidamente degradam o colédgeno desnaturado e seus
fragmentos (AIMES e QUIGLEY, 1995).

Observamos a expressao das MMP-2, principalmente na sua forma proativa (72 kDa)
e MMP-9 (92 kDa), em ambos os dias de coleta (D8) e (D13), porém nédo visualizamos
diferenca na intensidade de sinal das bandas quando comparamos 0s grupos tratados e nao
tratados. Podemos concluir que o tratamento com a nanoemulsao de CIAIPc mais luz de baixa
intensidade ndo interferiu no metabolismo celular de producdo destas metaloproteinases.

A digestdo da matriz pelas metaloproteinases de matriz (MMPs) e a producdo de
outras proteinas de matriz extracelular devem estar em equilibrio para permitir a
reorganizacdo e remodelamento do ambiente extracelular e produgdo de uma matriz nova
pelas células. Por isso, € importante que a degradacao da matriz ndo tenha efeitos negativos na
viabilidade e comportamento celular. Em uma situacdo ideal, a taxa de degradacdo é
optimizada para se igualar a de formacdo de uma nova matriz, sem que haja perda
significativa na estrutura do tecido (AHEARNE, 2014).

4.12- Estudos aplicados de fotobiomodulacdo nos equivalentes dérmicos com a

linhagem de células-tronco HBMS

O mesmo estudo de fotobiomodulacdo do Item anterior (4.11.3) foi conduzido
utilizando-se a linhagem de células-tronco HBMS. Os equivalentes dérmicos foram
preparados utilizando-se 2x10° células/ED e 2,0 mL de colageno.

Neste experimento, foi preparado um total de 30 equivalentes dérmicos, distribuidos
nos seguintes grupos: Controle (CT), que ndo recebeu tratamento algum; Controle luz (CTL),
tratado somente com luz de baixa intensidade na dose mais alta (300 mJ/cm?); Controle
Escuro (CTE), que foi tratado apenas com a formulagéo (3umol/L CIAIPc/NE); Controle de
ftalocianina livre (CIAIPc dissolvida em DMSO) e por ultimo, grupos de tratamento com a
formulacdo 3pmol/L + luz de baixa intensidade em trés doses de energia (70 mJ/cm?, 140

mJ/cm? e 300 mJ/cm?).
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Os gréficos abaixo representam a cinética de contracdo dos grupos avaliados também
por 21 dias ap6s o preparo.
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Figura 53 - Didmetro dos equivalentes dérmicos. D1; D2; D3; D6; D8; D12; D14; D16; D21 = dias ap6s o
preparo dos equivalentes dérmicos. D4 = Dia de incubag¢do com CIAIPc/NE 3umol/L; D5 = Dia de aplicacdo da
luz de baixa intensidade nas diferentes doses (70, 140 e 300 mJ/cm?). Linhagem de células-tronco HBMS
(2x10° células/ED).

Os equivalentes dérmicos apresentaram diametro de aproximadamente 2,5 cm no primeiro
dia ap6s o preparo (exatamente como no outro experimento). Os grupos Controle (CT),
Controle luz (CTL) e Controle de ftalocianina livre (Pc livre) mantiveram uma cinética de
contracdo até o final do periodo avaliado (21 dias) e apresentaram didmetros menores que 1,0

cm. Porém, os grupos que receberam tratamento com CIAIPc/NE, inclusive o grupo que nédo
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foi irradiado (CTE), tiveram sua cinética interrompida. Eles mantiveram-se com didmetro de

mais ou menos 2 cm, como pode ser visualizado nas fotografias abaixo:

Figura 54 - Fotografias dos equivalentes dérmicos (ED) em meio DMEM 10% completo nas placas de Petri de
60 mm de diametro 1 dia apds o preparo e apds 21 dias de monitoramento. Linhagem células-tronco HBMS
(2x10° células/ED). CT = controle (sem tratamento); CTL = controle luz; CT Pc livre = CIAIPc dissolvida em
DMSOZ; CTE = CIAIPc/NE 3umol/L sem irradiacdo; e grupos tratados com CIAIPc/NE 3umol/L + 70, 140 e 300
mJ/cm®,

Jaqueline Martins Gehlen



82
Resultados e Discusséo

Podemos dizer que a cinética de contragdo dos equivalentes dérmicos seguiu 0 mesmo
padrdo observado no experimento anterior (Iltem 4.11.3). Houve uma contracdo mais
acentuada nos primeiros dias e entdo parece que os equivalentes dérmicos se “estabilizaram”.
Nos grupos controle, exceto no Controle no Escuro (CTE), 0 modelo voltou a contrair a partir
do D8 e apresentou didametros bem pequenos no final do periodo avaliado. Isto ndo ocorreu
nos grupos que receberam CIAIPc/NE, havendo uma interferéncia do tratamento no processo
de contracdo dérmico para esta linhagem de células-tronco.

Realizou-se a microscopia confocal destes equivalentes dérmicos 24 hora apos a
irradiacdo, ou seja, no dia 6 e posteriormente, com um tempo maior de analise, no dia 13.
Utilizamos o GFP (proteina verde fluorescente) que é expresso pela linha de células-tronco
HBMS como marcador celular e também excitamos as amostras no comprimento de onda
referente a CIAIPC.

Observamos que no D6, os equivalentes dérmicos apresentaram poucas células
distribuidas, tornando até dificil a identificacdo de um bom campo para tirar as fotografias.
Assim, podemos justificar o processo lento de contracdo que ocorreu entre os dias D4 e D8
devido a baixa densidade celular encontrada nos equivalentes e o grande distanciamento entre
as células, ndo permitindo ocorrer o processo de contracdo, pois como explicado no Item 4.7,
as células tendem a se aproximar para realizar o processo de contracdo das fibras de colageno.

No 13° dia ap6s o preparo, 0s equivalentes dérmicos foram analisados novamente
através da microscopia confocal, e como podemos visualizar nas imagens a seguir, 0S grupos
controle (CT), controle de luz (CTL) e controle de ftalocianina livre apresentaram grande
densidade celular em algumas regides do equivalente dérmico. Nos outros grupos (CTE e
grupos tratados com CIAIPC/NE + luz de baixa intensidade), continuamos a observar poucas

células e por isto 0 processo de contra¢do ndo ocorreu.
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Figura 55 — Imagens de microscopia confocal dos equivalentes dérmicos 24 horas apds irradiagdo (D6 apés o
preparo) e no D13. Linhagem células-tronco HBMS (2x10° células/ED). Excitagdo da CIAIPc (vermelho) em
610-675 nm e GFP (verde) em 500-524 nm.
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Nos grupos que contrairam, observa-se a presenca de regibes com concentragGes
celulares maiores (Figura 56). Visualmente, estes aglomerados celulares caracterizam-se
como regides mais opacas nos equivalentes dérmicos, formando algumas ondulacdes e
protuberancias na superficie dos mesmos. Mecanismos de migracdo celular estdo presentes
em vérias etapas do processo de cicatrizacdo e reparacdo tecidual. Na reepitelizacdo e
fechamento da ferida ocorre a liberacdo de mediadores bioquimicos sinalizando a migracdo
dos tipos celulares envolvidos da borda da ferida em direcéo ao centro da mesma.

Além disso, este evento também foi observado no grupo de ftalocianina livre e,
portanto, podemos relaciona-lo aos processos de migracao celular e reorganizacdo da matriz e
apenas em menor proporcdo, a proliferacdo celular. Isto porque a CIAIPc serve como um
marcador do arcabouco celular, e apos a replicacdo celular, o farmaco provavelmente nao se

distribui entre as células-filhas.

Figura 56 — Imagens de microscopia confocal no D13 em regifes diferentes do mesmo equivalente dérmico
(grupo controle). Linhagem células-tronco HBMS (2x10° células/ED). Excitagdo do GFP (verde) em 500-524
nm.

Os meios de cultura dos equivalentes dérmicos também foram coletados durante este
experimento para analise pela técnica de zimografia. Na Figura 57 podemos visualizar a
expressao das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 no dia 8.

Observamos que houve expressdo das MMP-2 em sua forma proativa (72 kDa) e ativa
(66 kDa), com intensidade maior principalmente nos grupos controles. A expressao da MMP-

9 (92 kDa) ocorreu somente nos grupos que nao foram tratados com a nanoemulsdo de
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CIAIPc, ou seja, no controle, controle luz e controle de ftalocianina livre, grupos as quais o
processo de contracdo também ndo foi interrompido.

CT CTL CTE PcL 70mJ 140mJ 300mJ Pd

Figura 57 - Gel de zimografia das amostras de meio de cultura da linhagem de células-tronco HBMS, coletados
no D8. O fibrosarcoma HT-1080 foi utilizado como padrdo para determinacdo das bandas de referéncia

As metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) sdo uma familia crescente de
metalo-endopeptidases responsaveis pela clivagem dos componentes proteicos da matriz
extracelular e desempenham um papel central na remodelagem dos tecidos cutaneos. Por
muitos anos apos sua descoberta, acreditava-se que a funcdo principal das MMPs era atuar
como reguladoras da composicdo da matriz extracelular (MEC) além de facilitar a migracéo
das células simplesmente por removerem barreiras como o coladgeno. Porém, nestes Ultimos
anos tem se tornado bastante claro que as MMPs estdo envolvidas no regulamento funcional
de muitas outras moléculas que ndo pertencem diretamente a MEC que incluem: fatores de
crescimento e 0S Sseus receptores, citocinas e quimiocinas, receptores de adesdo, e
proteoglicanos da superficie da célula, além de uma variedade de outras enzimas. As MMPs
desempenham um importante papel no controle de interacBes celulares e nas respostas
induzidas em condigdes apropriadas que induzam a recuperacdo dos tecidos, sejam elas
fisiologicas, (como o desenvolvimento normal), ou patoldgicas, (como a inflamacdo ou
doengas).

Sendo assim, podemos dizer que nos grupos gque apresentaram contracdo a partir do
D8, houve uma reorganizacdo celular proveniente de processos de migracdo e remodulacdo
das fibras de colageno, que pode ter sido facilitado pela acdo das metaloproteinases MMP-2 e
MMP-9, permitindo um processo de contracdo mais intenso neste periodo. A marcacdo
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especifica das fibras de coladgeno como préxima etapa a ser desenvolvida em projetos futuros,
poderia nos fornecer informagdes mais precisas a respeito deste processo.
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V-  CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os modelos de equivalentes dérmicos apresentam caracteristicas interessantes como poder
de contragdo e se assemelham morfologicamente ao tecido in vivo, podendo, portanto, ser
utilizados para entender fendmenos bioldgicos como o0 processo de cicatrizacéo e regeneracao
tecidual.

Nos modelos celulares tridimensionais, obtemos respostas mais semelhantes ao tecido in
vivo, pois as interacBes celulares e célula-matriz sdo maiores, proporcionando um ambiente
mais complexo. Por isso, o interesse no desenvolvimento de modelos alternativos que
mimetizam a pele humana tem se tornado maior nos ultimos anos, auxiliando nas etapas de
desenvolvimento e testes de eficcia e seguranca de farmacos e cosméticos.

O modelo celular tridimensional escolhido foi denominado de equivalentes dérmicos, pois
se assemelham a derme humana, é formado pelo cultivo de fibroblastos em uma matriz de
colageno tipo I. Este modelo pode servir como um substituto cutaneo, funcionando como uma
matriz para a migracdo e proliferacdo celular. Outras aplicacdes envolvem a utiliza¢do deste
modelo como base para a co-cultura de outras linhagens celulares mimetizando sistemas mais
complexos como a pele completa (derme + epiderme constituida de queratindcitos e/ou
melandcitos) ou até mesmo linhagens de cancer, mimetizando um ambiente patologico.

Este trabalho permitiu o desenvolvimento de protocolos para a caracterizacdo dos
equivalentes dérmicos através de técnicas classicas como a histologia, e por técnicas mais
modernas, como a microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia confocal, nunca
antes realizadas.

O desenvolvimento dos equivalentes dérmicos depende principalmente de dois fatores:
quantidade de células e concentracdo de coldgeno. Observamos que a concentracao celular
utilizada no preparo dos equivalentes dérmicos influencia diretamente na cinética de
contracdo dos equivalentes dérmicos. Ou seja, quanto maior a concentracao celular inicial,
maior é a contracdo observada nos primeiros dias. Além disso, como os fibroblastos sdo os
principais responsaveis pela sintese de componentes da matriz extracelular (MEC), como por
exemplo, o colageno, a quantidade celular também esta indiretamente relacionada a formacéo
da rede de colageno. A concentracdo de colageno por outro lado, é indiretamente proporcional
a cinética de contracdo dos discos e formacdo da rede tridimensional. Quanto maior a

concentracdo inicial de colageno utilizada, menor é a contragdo observada.
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O movimento de contracdo da matriz de colageno é realizado mecanicamente pelas células
que se ligam as fibras de colageno e por isso, a taxa de contracdo depende essencialmente da
quantidade de células e da disposicao destas fibras. Além disso, observamos que o perfil de
contracdo cinético depende do tipo de linhagem celular utilizado. A linhagem de fibroblastos
NIH/3T3 nos permitiu trabalhar em um periodo de tempo relativamente menor, pois esta
linhagem possui répida taxa de replicacdo celular, permitindo a producdo grande quantidade
de ED para os varios testes realizados. Esta é uma vantagem quando se pensa no
escalonamento da técnica e no aumento da producéo de equivalentes dérmicos.

A linhagem de células-tronco HBMS reproduziu bem o sistema, apresentando até
contragdo mais acentuada e didmetros menores nos experimentos realizados. Uma
possibilidade é que devido a sua morfologia mais alongada, como demostrada nas imagens de
microscopia eletronica de varredura e confocal, a acdo mecanica da forca de contracdo foi
mais bem desempenhada. O modelo desenvolvido com as células-tronco torna-se promissor
visto suas inimeras possibilidades de aplicacdo na area; nos estudos de diferenciacdo celular e
na area de regeneracao tecidual, como substitutos dos mais variados tecidos.

Outro fator extremamente importante é o tipo de colageno utilizado. Optamos por extrair o
colageno tipo | das caudas de ratos Wistar por ser um protocolo simples e barato, além disso,
é descrito e utilizado em varios artigos na literatura. Observamos que a extracdo realizada em
acido acético 0,5% apresentou melhores resultados e também concluimos que o ideal é
trabalhar com solucdes de coldgeno mais concentradas para utilizar volumes menores durante
0 preparo dos equivalentes dérmicos.

Nos estudos de fotobioestimulacdo, analisamos os efeitos da aplicagdo de um farmaco
fotossensibilizante (CIAIPc) e luz de baixa intensidade nos modelos de equivalentes dérmicos.
Apbs alguns testes para avaliar a toxicidade da formulacdo nanoemulsdo e também do
farmaco livre, decidiu-se trabalhar com a concentracéo de 3 umol/L de CIAIPc/NE, a qual ndo
apresentou citotoxicidade nos experimentos realizados.

Os processos desencadeados pela fotobioestimulacdo sdo complexos e dependem de
diversos fatores intrinsecos a técnica, como por exemplo, concentragdo intracelular do
farmaco fotossensibilizante e dose de energia adequadas e combinadas em uma janela
temporal correta, determinando assim, a modulacdo da producéo e liberacdo de fatores de
crescimento e sinalizadores bioquimicos para a proliferacdo, migracdo celular e outros
eventos bioldgicos. Assim, os resultados obtidos neste trabalho foram importantes para os
avangos nos estudos dos fotoprocessos e melhor entendimento dos efeitos fotobioldgicos no

modelo celular tridimensional escolhido.
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