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Figura 26: Analise matematica do padrdo das tramas colagénicas. A e B: analise do colageno
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realizado em triplicata bioldgica (n=3 por grupo). As linhas tracejadas se referem ao limite da
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Figura 29. Fotomicrografia para marcadores Vimentina e alfa-SMA. Pele reconstruida controle,
glicada (glioxilato de sddio) ou tratada com aminogunidina 30mM, coradas com Hematoxilina &
Eosina (12 coluna) ou imunomarcadas para detecgcdo de Vimentina (22 coluna) ou Alfa-SMA (32
coluna). Aumento de 20x. Experimento realizad em triplicata biolégica (n=3 por grupo)............. 85

Figura 30. Fotomicrografia para marcadores E-Caderina e Desmogleina. Pele reconstruida
controle, glicada (glioxilato de sédio) ou tratada com aminogunidina 30mM, coradas com
Hematoxilina & Eosina (12 coluna), imunomarcadas para deteccdo de E-caderina (22 coluna) ou
desmogleina (3 2 coluna). Aumento de 20x. Experimento realizado em triplicata bioldgica (n=3
10 e | (U o o ) S 87

Figura 31. Fotomicrografia para marcador de DNA fragmentado, TUNEL. Pele reconstruida
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RESUMO

PENNACCHI, P. C. Desenvolvimento de Pele Humana Reconstruida Contendo
Equivalente Dérmico Glicado na Avaliacdo da Eficacia e Toxicidade de Compostos anti-
glicacdo. 2015. 170f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2015.

A glicacdo ndo enzimatica das proteinas é um fator comum para a fisiopatologia de uma
série de transtornos relacionados ao envelhecimento e a doencas como o diabetes
mellitus (DM). O geracdo dos produtos de glicacdo, os AGEs (do inglés: Advanced
Glycation End Products) se da através de reacdes de glicacdo da mariz extracelular
(MEC) na derme e tém sido apontado como um dos fatores responsaveis pela perda de
elasticidade e deficiéncia de cicatrizacdo da pele. A permeacdo cutanea de compostos
anti-AGE é uma limitacdo importante para eficiéncia terapéutica de compostos que
devem atingir camadas mais profundas da pele. Modelos de pele reconstruida contendo
equivalente dérmico glicado sdo estruturas tridimensionais geradas in vitro que
mimetizam a pele humana e representam um eficiente modelo para o estudo de células
e modificacdes provocadas na MEC no processo de envelhecimento e DM. O modelo
3D de pele reconstruida tem caracteristicas metabdlicas, de permeabilidade e atividade
semelhantes a da pele original, potencializando seu papel nas investigacdes sobre
permeabilidade de drogas, toxicidade, irritacdo, eficacia e segurangca de compostos e
diferenciacdo de queratindcitos. Uma série de compostos naturais ou sintéticos
inibidores de AGEs tém sido descobertos e apresentados recentemente e podem
representar inovacdo terapéutica no tratamento de modificacbes causadas pela a
formacdo e acumulo destes AGEs também na pele. Este estudo avaliou o
desenvolvimento da pele reconstruida glicada e posteriormente, a avaliacdo da eficacia
e toxicidade de compostos anti-glicacdo como aminoguanidina e carnosina em modelo
de pele reconstruida glicada. Em perspectiva, este estudo contribuiu para o
desenvolvimento de uma nova tecnologia in vitro, a pele reconstruida glicada, que
auxiliard a compreensdo da biologia da interacdo célula-MEC mimetizando processos

fisiopatologicos importantes como o envelhecimento e o DM.

Palavras chave: Pele Humana Reconstruida; Produtos Finais de Glicacao Avancada;
Envelhecimento da Pele; Diabetes Mellitus; Métodos Alternativos para Substituicdo

Animal.
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ABSTRACT

PENNACCHI, P. C. Development of Reconstructed Human Skin containing Glycated
Dermal Equivalent to Toxicity and Efficacy Tests of anti-glycation Compounds. 2015.
170f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, Séo Paulo, 2015.

The Advanced Glycation End Products (AGESs) of proteins is a common factor to
the pathophysiology of a number of disorders related to aging and diseases such as
diabetes mellitus (DM). The generation of the AGEs products on skin occurs mainly
through non-enzymatic glycation reactions of the dermal extracellular matrix and has
been touted as one of the factors responsible for loss of elasticity and disability of skin
healing. The skin permeation of compounds is an important limitation for
therapeutic/cosmetic efficacy of anti-AGE compounds, which must reach the deepest
layers of the skin. Reconstructed skin model containing dermal equivalent modified by in
vitro glycation is able to mimic the elderly human skin and represent an efficient model for
the study of cells interactions and changes in extracellular matrix induced by aging and
diabetes. The 3D reconstructed skin model has metabolic characteristics, permeability
and activity similar to the original skin, reinforcing its role in drug permeability of
investigations toxicity, irritation, safety and efficacy evaluation of compounds and
differentiation of keratinocytes. A number of natural or synthetic AGEs inhibitor
compounds have been recently discovered and displayed and can represent therapeutic
innovation for the treatment of changes caused by the aging of the skin. In this study we
performed the development of reconstructed glycated skin model and evaluated the
efficacy and toxicity of anti-glycation compounds such as aminoguanidine and carnosine.
In perspective, this study has contributed to the development of a new technology In
vitro, and for the understanding cell-extracellular matrix interaction during the aging of

skin.

Key words: Reconstructed Human Skin; Advanced Glycation End Products; Skin Aging;

Diabetes Mellitus; Alternative Methods for Animal Replacement.
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1. INTRODUCAO

A glicacdo ndo enzimatica das proteinas € um fator comum para a fisiopatologia
de uma série de transtornos relacionados ao envelhecimento e a doencas como o
Diabetes mellitus (DM). O DM é um problema importante de saude publica mundial,
devido a morbidade e ao alto indice de mortalidade causada principalmente por
complicacbes a longo prazo como a insuficiéncia renal, doencas cardiovasculares e
distarbios neurologicos. A hiperglicemia persistente, caracteristica da doenca, pode levar
a glicacao proteica e a auto-oxidacao da glicose que tem como consequéncia o aumento
na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS — do inglés: Reactive Oxigen
Species), formacdo dos produtos de glicacdo avancada, entre outros efeitos. Porém, o
dano induzido pela glicacdo nédo é limitado ao diabetes e, mesmo em niveis glicémicos
normais, algum grau de glicacdo ocorre levando ao acumulo lento e progressivo dos
danos.

Estudos de Dyer e colegas (1993) demonstraram que em individuos idosos, a
glicacdo ndo enzimatica sera elevada, ndo exclusivamente em individuos
hiperglicémicos, mas condigcbes em normoglicémicas devido a exposi¢do a glicose em
longo prazo. AGEs como, por exemplo, a pentosidina e a carboximetilisina, considerados
biomarcadores do envelhecimento, tém sido descritos em niveis de concentracao
aumentados em cerca de cinco vezes quando comparamos individuos jovens e idosos
(Dyer et al, 1993).

Desta forma, este trabalho foi proposto com o objetivo de gerar a pele humana
reconstruida in vitro (PHR) modificada pela glicacdo das proteinas, biomimetizando os
processos fisiopatologicos do envelhecimento e do diabetes para, posteriormente,
avaliar a acdo dos AGEs neste tecido e a eficdcia de compostos anti-AGEs neste

modelo, descrevendo as alteragdes moleculares, celulares e estruturais na PHR glicada.
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A revisdo da literatura que se segue apresenta 0s principais topicos que auxiliam a

compreensao do nosso trabalho.

1.1 PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA

Os AGEs constituem uma variedade de substancias formadas a partir de
interacdes entre agucares redutores, como a glicose e a frutose, ou lipideos oxidados
com proteinas, aminofosfolipideos ou acidos nucléicos (Hori et al, 2012). Trabalhos
anteriores demonstraram que o0s AGEs desempenham um importante papel no
desenvolvimento das complicacdes do DM. Neste processo, a molécula de glicose pode
ligar-se a estrutura de proteinas, através de uma reacdo ndo enzimatica denominada
reacdo de Maillard ou glicacdo. A glicagcdo € uma modificacdo pdés-transducional de
proteinas que resulta da reacdo entre um aldeido (acgUcar, ribose, frutose) e aminas
livres de aminoacidos (lisina, arginina) da proteina, alterando sua estrutura e funcéo
(Hori et al, 2012). Esse processo se divide em trés estagios: inicial, intermediario e final
(Figura 1).

No estagio inicial a glicose ou outros acucares redutores (frutose, pentoses,
galactose, manose, ascorbato e xilose) reagem com radicais amina presentes em varias
moléculas como proteinas, acidos nucléicos e lipidios formando uma Base Schiff,
instavel. Esta por sua vez, passa por um rearranjo gerando cetoaminas estaveis,
conhecidas como “Produto de Amadori”, que sédo conhecidos marcadores de glicagcdo no
estagio inicial como, por exemplo, a frutoselisina. As principais variaveis que regulam a
formacdo destes compostos sao as concentracdes de glicose circulante, a meia vida da
proteina, sua reatividade em termos de grupamentos amina livres e a permeabilidade
celular a glicose. Estes produtos iniciais possuem grupos carbonilas reativos e, através

de ligacOes irreversiveis, podem acumular-se em proteinas de meia vida curta e longa. A
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hemoglobina glicada e as frutosaminas sao conhecidos exemplos de “Produtos de
Amadori” (Lapolla et al, 2004). No estagio intermediario, os produtos de Amadori passam
por reacOes de oxidagcdo e desidratacao levando a formacdo de compostos contendo
dicarbonila, como o glioxal, metil glioxal e as 3-deoxiglicosonas. Estes produtos
intermediarios sdo mais reativos que seus precursores e atuam propagando reacdes
com grupos amina livres de proteinas. Em particular o metil glioxal, um alfa-oxaldeido,
que é um dos compostos propagadores mais importantes in vivo, tanto pela sua alta
reatividade como pela sua elevada concentragdo plasmatica (Thornalley, 1996). No
estagio final, estes propagadores podem interagir com grupamentos amina e atraves de
reacbes de oxidacdo, desidratacdo e ciclizacdo, formando compostos insolluveis e
irreversiveis, e em alguns casos, auto-fluorescentes, denominados Produtos Finais de
Glicacdo Avancada (AGESs), que se acumulam nas proteinas de forma estavel e levam a
lesbes tissulares. Outro mecanismo pelo qual os AGEs podem ser formados envolve a
auto-oxidacdo de acuUcares livres na presenca de oxigénio e metais livres levando a
formacdo de compostos carbonila, que interagem com proteinas e formam cetoaminas

altamente reativas (Lapolla, Traudi & Fedele, 2004).

Proteinas

GLICOSE Radical Amina | Acidos Nucléicos
Lipideos
Base Schiff

l Rearranjo
Acumulam-seem
PRODUTOS DE AMADORI proteinas de meia
vida curta ou
(Glioxal, Metil-glioxal, 3-deoxiglicosonas) longa

Oxidacao

Desidratagao

Ciclizagao

AGEs

Figura 1. Esquema da formacéo dos AGEs.
Fonte: do autor.
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Centenas de AGEs tém sido descritos como, por exemplo, a Ne-carboximetil-
lisina (CML), AGE mais abundante no soro sanguineo humano (lkeda et al, 1996), Ne-
carboxietil-lisina (CEL), pirralina, dimeros de lisina derivados do glioxal (GOLD), dimeros
de lisina derivados do metil glioxal (MOLD), dimeros de lisina derivados da 3-
deoxiglucosona (DOLD), AFGP (1-alquil-2-formil-3,4-diglicosil pirrol), FFI (2-(2-fluoril)-
4,5-furanil-1-Himidazol), pentosidina e argpirimidina (Schleicher et al. 2001; Ahmaed et
al, 2002; Kikuchi et al, 2003). Vérios AGEs exibem uma autofluorescéncia caracteristica,
com comprimentos de onda de excitacdo de 370 nm e emissao de 440 nm. Alguns
deles, como a pentosidina, exibem autofluorescéncia em outros comprimentos de onda
(excitacdo 328 nm e emissao 378 nm) (Nagai et al, 2010). A Tabela 1 mostra as
principais estruturas dos AGEs classificadas por sua capacidade de apresentar

fluorescéncia.

Tabela 1: Exemplos de AGEs separados conforme sua caracteristica de autofluorescéscia.

AGEs néo-autofluorescentes AGEs auto-fluorescentes
CML — Carboximetilisina Pentosidina
CEL — Carboxietilisina Crossline
Plrrall_na o Fluorolink
Arg-Pirimidina _ o Pirropiridina
MG-Imidazolonas (derivados de Metilglioxal) Vesperlisina A
3DG-Imidazolonas (derivados de 3-deoxiglicosona) Vesperlisina B
Vesperlisina C
MRX

GOLD (Dimero de Lisina derivado de Glioxal)
MOLD (Dimero de Lisina derivado de Metilglioxal)
FFI (Fluoril-furanil-imidazol)

Fonte: do autor.

A mensuracao de produtos de glicacdo no soro ou nos tecidos de diabéticos é
utilizada para avaliar o risco de progressdo do DM. Os dois parametros mais utilizados
sdo a avaliacdo da hemoglobina glicada (HbAlc) e das proteinas glicadas do soro, ou
frutosaminas (Lapolla, Traudi & Fedele, 2004). A avaliagcdo do controle metabdlico no
DM pode ser realizada estimando-se a extensdo da exposi¢cdo do organismo a glicose,

através da determinacao dos produtos de glicacéo.
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Outros produtos intermediarios da glicacdo que também podem ser estimados em
laboratério sdo glioxal, metil-glioxal e deoxiglicosonas. Estudos de Lapolla, Traudi e
Fedele (2004) demonstraram um aumento na concentragao de metil-glioxal nos rins,
olhos e plasma de animais diabéticos quando comparados aos animais saudaveis. Este
aumento ocorreu de forma proporcional aos niveis glicEmicos observados.

A formacdo dos AGEs através da hiperglicemia cronica contribui para
complicacbes do diabetes. Eles parecem exercer importante papel na patogénese da
cardiomiopatia. O aumento da formacdo de AGEs associados ao colageno gera rigidez
miocardica seguida de fibrose ja que modificam a estrutura das proteinas,
principalmente do coldgeno, afetando suas fun¢cdes (Brownlee et al, 1988; Norton et al,
1996).

A caracterizacao estrutural de grande parte dos AGEs j4 foi realizada e um
grande numero destes compostos esta disponivel comercialmente em sua forma
sintética (PolyPeptide Group® - San Diego, CA, USA) e ja4 vem sendo testados em
modelos de envelhecimento de pele in vitro (Pageon et al, 2015). Niveis elevados de
alguns AGEs, como a pentosidina, tém sido detectados no plasma, hemécias e urina de
pacientes e esta elevacao tem sido correlacionada com a idade e DM. Além disso, existe
uma relacdo linear entre e os niveis de pentosidina e a gravidade das complicacbes
micro e macro angiopaticas. Altos niveis de CML também vém sendo descritos em
pacientes diabéticos e associados a retinopatia e nefropatia, o que se deve ao processo
de glicacao associado a peroxidacéao lipidica (Lapolla et al, 2004).

Estudos in vivo e in vitro indicam que os AGEs tém um papel essencial na
patogénese da nefropatia diabética e na progressdao da insuficiéncia renal. As

complicacbes do envelhecimento normal, como perda da funcéo renal, doenca de
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Alzheimer, alteracfes de pele e cataratas, podem também ser mediadas pela glicacédo
progressiva das proteinas de vida longa (Raj et al, 2000).

A ligacdo de AGEs as proteinas pode alterar a estrutura e funcdo bioldgica de
macromoléculas tais como lipoproteinas, imunoglobulinas, entre outras. Lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) ligadas ao colageno glicado ndo sdo reconhecidas pelos
receptores especificos para LDL, favorecendo sua captacao por receptores inespecificos
e consequente formacdo de células espumosas, sendo ainda capazes de estimular a
liberacdo de tromboxano B, e de induzir agregacdo plaquetéria, além de gerar radicais
livres com consequente aumento de lesdes oxidativas (Yonekura, 2003). Finalmente,
estas lipoproteinas com estrutura alterada estimulam a liberagdo de anticorpos levando
a formacao de complexos imunes que se depositam nas paredes dos vasos (Bernerd et
al, 2000). Todos estes mecanismos podem contribuir para a oclusdo dos vasos e
justificam a ocorréncia de macroangiopatia no paciente diabético. Além disso, é sabido
gue imunoglobulinas ligadas ao coldgeno tém uma capacidade diminuida de formar
complexos antigeno-anticorpo (Yonekura, 2003). Sabe-se também que a atividade dos
neutréfilos polimorfonucleares estd modificada em individuos diabéticos apresentando
uma diminuicdo da quimiotaxia, aderéncia, fagocitose e capacidade de destruicdo
intracelular, o que diminui a capacidade imunoldgica e a resposta inflamatoria desses
pacientes (Alves et al, 2007).

Dados da literatura tém demonstrado a existéncia de receptores celulares
especificos para AGEs. Estes receptores foram identificados em diferentes células, tais
como, linfécitos T, mondcitos/macréfagos, fibroblastos, células da musculatura lisa,
neurbnios, células vermelhas e mesangiais. Entre os diferentes receptores de AGEs, o
receptor denominado RAGE é provavelmente a molécula melhor caracterizada, além

dos RAGEs, receptores como AGE-R1, AGE-R2 e AGE-R3 também sdo capazes de
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reconhecer e ligar-se a AGEs e suas acdes se relacionam a depuragéo e detoxificagdo
desses compostos. Quanto a glicacao intracelular, sabe-se que os AGEs formados
podem interagir com nucleotideos, histonas ou proteinas envolvidas na transcricdo do
DNA celular e alterar propriedades importantes para a homeostase celular (Yonekura,
2003).

Sendo assim, os efeitos patolégicos dos AGEs estdo relacionados a capacidade
destes compostos de modificar as propriedades quimicas e funcionais das mais diversas
estruturas bioldgicas tendo participacdo em diversas comorbidades, com destaque para
o DM, a aterosclerose, a insuficiéncia renal, a doenca de Alzheimer e o processo natural
de envelhecimento que correlaciona-se a alteragcdo dos processos inflamatoérios, em

fendmeno conhecido como “inflamaging” (Ahmed et al, 1997; Li & Dickson, 1997; Paul &

Bayley, 1996).

1.2 DIABETES MELLITUS

O Diabetes mellitus é definido como uma sindrome de hiperglicemia cronica
resultante da deficiéncia na producdo de insulina e/ou de resisténcia a acdo deste
hormoénio. A classificacdo do DM inclui; DM tipo 1 (também chamado insulino-
dependente, geralmente surge durante a infancia ou pré-adolescéncia), DM tipo 2
(adquirido ao longo da vida, geralmente associado aos habitos alimentares e ao
sedentarismo, além de fatores genéticos), DM gestacional (geralmente representado por
um aumento transitorio da resisténcia a acao da insulina pelos tecidos), DM associado a
outras doencas (ou secundario), DM associado ao uso de farmacos especificos, entre
outros tipos (American Diabetes Association, 2011).

No DM ocorrem alteragdes fisioldgicas que diminuem a capacidade imunoldgica e

a resposta inflamatoria dos pacientes, aumentando a susceptibilidade as infeccdes
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(Hotamisligil, 2006) e a prevaléncia das infec¢cdes cutdneas associadas ao DM é
geralmente aumentada em comparacgédo com a populagédo normal. De acordo com Perez
e Kohn (1994) as manifestagdes cutaneas do DM podem ser classificadas em 4
subcategorias: 1) Doencas de pele associadas forte ou fracamente com a doenca
(necrobiose lipoidica, dermopatia diabética, pele amarelada, xantomas eruptivos,
desordens perfurantes, Acantose nigricans e leucoplasias orais). 2) Infeccfes (fungicas
e bacterianas). 3) Manifestacbes cutaneas das complicacbes do diabetes
(microangiopatias, macroangiopatias e neuropatias). 4) reacdes cutaneas decorrentes
do tratamento do diabetes com o uso de sulfonilureias ou insulina (Braverman, 1971,
Sibbald & Schachter, 1984; Huntley, 1982).

Os AGEs formados podem lesar as células por diferentes mecanismos, tais como
a formac@o de ligagbes cruzadas com macromoléculas, interagdo com receptores
celulares especificos e glicacdo intracelular. Proteinas glicadas induzem toxicidade
através de sua ligacdo aos receptores de AGEs (RAGEs), e esses efeitos sao
particularmente prejudiciais nas doengas diretamente relacionadas com a glicagéo,
como o DM, a arteriosclerose, a osteoporose e a doenga de Alzheimer (Nagai et al,
2010). A formacdao de ligacdes cruzadas com o colageno justifica a ocorréncia de varias
complicacbes cronicas observadas no envelhecimento e DM como rigidez vascular e
espessamento de membranas basais e pode inibir a liberacdo de 6xido nitrico derivado
do endotélio, com consequente vasoconstri¢cdo, reducao do fluxo plasmatico e isquemia
tissular (Ikeda et al, 1998; Yonekura, 2003).

O grau de controle glicémico no DM esta diretamente envolvido na patogénese
das alteracOes fisiologicas como a diminuicdo da capacidade imunoldgica e resposta
inflamatdria dos individuos acometidos (Hotamisligil, 2006). Entre as altera¢cfes descritas

estdo as disfuncdes nos leucécitos como anormalidades na aderéncia, quimiotaxia,
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fagocitose e destruigdo intracelular. H& diminuicdo, também, da ativacdo espontéanea e
da resposta neutrofilica, se comparadas aos individuos nédo diabéticos (Kempf et al,
2006; Ferreira et al, 2012). Simultaneamente, uma queda na resposta dos
polimorfonucleares (PMN) a estimulos diversos pode ser responsavel pela elevada
incidéncia de infeccao bacteriana em diabéticos (Grykiel et al, 2000).

A cicatrizacdo normal de feridas € uma importante sequéncia de eventos que
envolvem migracdo de células para o local da ferida, inflamacgéo, proliferacdo de
diferentes tipos celulares, angiogénese, formacdo de componentes de matriz,
remodelamento e finalmente o fechamento da ferida. A resposta inflamatdria frente a
injuria é essencial para a rapida cicatrizacdo das feridas. Danos a cicatrizacdo de feridas
em pacientes diabéticos sdo motivo de grande preocupacao clinica, uma das principais
causas de hospitalizagcbes e causa de um grande numero de amputacbes, sendo a
maior de causa morbidade nestes pacientes, muitas vezes levando a dor, sofrimento e
baixa qualidade de vida. Estima-se que ulceracdes do pé diabético (Figura 2) ocorram
em 15% dos pacientes (Reiber et al, 1999) e precedam 84% de todas as amputacdes

relacionadas a doenca (Reiber et al, 1995).

- - i

Figura 2. Ferida em pé diabético. Fonte: Secretaria de Estado de Ciéncia, Tecnologia e Inovagao.
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1.3 ENVELHECIMENTO DE PELE

Todos os organismos tém uma longevidade potencial ou fisiol6gica, que é a idade
méaxima em que podem viver em condi¢cfes ideais, sem estresse ou doencas e em que a
morte ocorra exclusivamente devido ao envelhecimento ou senescéncia. O
envelhecimento crondlogico é descrito como um processo biolégico tempo-dependente
gue leva a alteragcOes graduais na estrutura e fungcao de todos os tecidos que compde o
organismo. O envelhecimento de pele resulta de fatores intrinsecos e extrinsecos como,
por exemplo, o foto-envelhecimento causado pela exposicdo a radiacdo solar.
(Asselineau et al, 2003, Poon et al, 2015). Essas alteragcbes tendem a diminuir a
capacidade de resposta adaptativa e cicatrizacdo de feridas na pele, aumentando,
portanto a suscetibilidade a doencas e a morte (Mine et al, 2008). O envelhecimento da
pele é caracterizado pelo achatamento da juncdo derme-epiderme, uma proeminente
atrofia e perda de elasticidade dos tecidos conectivos dérmicos (Montagna et al, 1979),
associados a reducao e desorganizacdo dos principais componentes de MEC, como por
exemplo o colageno e outras fibras elasticas (Lavker et al, 1987), proteoglicanos e
glicosaminoglicanos (Carrino et al, 2003).

Sabe-se que a radiacao ultravioleta (UV) é responséavel por 80 a 90% dos danos
gerados na pele envelhecida (Ichihashi et al, 2011), a indu¢cdo das ROS gerada pela
radiacdo UV age como catalisadora na geracao dos AGEs (Hori et al, 2012).

Os AGEs sdo um fator comum na patofisiologia de grande nimero de desordens
relatadas ao envelhecimento (Nagai et al, 2010; Suji & Divakam, 2004). A glicacao das
proteinas tém sido amplamente discutida, bem como seus efeitos na pele (Hofmann et
al, 2013) e em 6rgdos como rins, vasos sanguineos e coérnea (Crisan et al, 2013). O
processo de glicacdo estd envolvido ndo somente nos processos intrinsecos do

envelhecimento (individual e/ou genético), mas também por processos extrinsecos
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(radiacdo ultravioleta, poluicdo e estilo de vida) e pode ser quantificada nos
compartimentos dérmico e epidérmico através de técnicas histologicas,
imunohistoquimicas, de imageamento “in loco” e ensaios fluorimétricos (Pageon et al,
2008; Crisan et al, 2012, Pennacchi et al, 2015).

Durante o envelhecimento cutdaneo a glicacdo afeta as células (fibroblastos,
células endoteliais, entre outras) e também as proteinas (colageno, elastina,
glicoproteinas, e glicosaminoglicanos) (Crisan et al, 2013). A glicacdo da MEC no
compartimento dérmico afeta o crescimento, diferenciacdo e motilidade de fibroblastos,
células predominantes nesta regido, respostas inflamatérias por alteracado na liberacao
de citocinas, atividade enzimatica (metaloproteinases) e hemostase vascular (Pageon et
al 2008, Pennacchi et al, 2015).

Estudos sobre a contribuicdo da glicacdo de proteinas na fisiopatologia de
algumas doencas tém focado principalmente na sua relacdo com o diabetes e suas
complicagBes, porém o dano induzido pela glicagdo ndo é limitado ao diabetes. Mesmo
em niveis normais de glicose, algum grau de glicacao ocorre, e os danos decorrentes se
acumulam lentamente ao longo do tempo.

No caso clinico exemplificado na Figura 3, observamos um caso classico de
fotoenvelhecimento cutaneo causado pela exposicédo a rediacdo solar. Neste exemplo o
individuo relata ter sido exposto a radiacdo solar principalmente em sua hemiface
esquerda, devido a sua ocupacao, motorista (The New England Journal of Medicine,
2015). Crisan e colegas (2013) demonstraram o acumulo de AGEs na MEC, nos
fibroblastos e nas células endoteliais durante o envelhecimento, este fendmeno foi
amplificado pela acdo da radiacdo UV devido a geracdo das ROS, induzindo a formacéo

do precursor de AGEs, o glioxal, no epitélio (Kovacs et al, 2009).
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Figura 3. Envelhecimento cutaneo observado ap6s exposicao prolongada a radiacéo ultravioleta.
Fonte: The New England Journal of Medicine.

Em individuos idosos, a glicacdo ndo enzimatica das proteinas € elevada, devido
ndo somente a possivel hiperglicemia frequente nesses individuos, mas também devido
a exposicdo prolongada as condi¢cdes normoglicémicas. Produtos finais de glicacao
avangada como pentosidina e carboximetilisina (CML), considerados biomarcadores do
envelhecimento, tém demonstrado aumentar sua concentragdo nos fluidos e tecidos
corporais em cinco vezes desde a infancia até a velhice (Dyer et al, 1993).

Sabe-se que o0 acumulo de AGEs ocorre de forma mais lenta ao longo do
envelhecimento biolégico se comparado ao DM. Mas h& estudos que demonstram uma
intolerancia a glicose respectiva a idade em seres humanos, meso sem que o quadro de
DM seja estabelecido. Em individuos normais, h4 um ligeiro aumento da glicemia de
jejum relacionado a idade bem como um atraso no retorno ao normal depois de um teste
oral de tolerancia a glicose. Uma explicacdo para isso é a reducdo na sensibilidade a
insulina pelos tecidos com a idade. Evidéncias sugerem que o envelhecimento aumenta
a resisténcia a insulina principalmente devido a mudancas na transducao de sinal no

receptor de insulina e mudancas no numero desses receptores. Nao se pode ignorar o
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papel desempenhado pelos AGEs e estresse oxidativo neste processo (Fulop, Larbi &
Douziech, 2003).

A pele envelhecida possui alteragfes notorias na epiderme e derme, tais como
degradacgéo do tecido conjuntivo, diminuicdo de colageno e acumulo de tecido elastico
anormal (Bernerd & Asselineau, 1998; Bernerd, Vioux & Asselineau, 2000). Quanto aos
efeitos dos AGEs na pele, sabe-se que sua geracao ocorre em um nivel significante em
proteinas constituintes como o colageno, a elastina e proteoglicanas como o acido
hialurdnico, que retém fluidos mantendo a hidratacdo da pele (Hori et al, 2012). O
coldgeno e a elastina sdo proteinas de meia vida longa, sua taxa de renovacao é de
aproximadamente 15 anos. A retencéo dessas proteinas por periodos tdo prolongados
no organismo as expde ao processo de glicacdo mesmo nas condi¢cdes normoglicémicas
(Verzijl et al, 2000). Sabe-se que a MEC dérmica em condigcbes normais prové
resisténcia e maleabilidade a pele, ela consiste principalmente de fibras de colageno tipo
I, produzido pelos fibroblastos. A ligacédo entre os fibroblastos e as fibras colagénicas
gera forcas mecéanicas capazes de regular a morfologia e fungcdo celular. No
envelhecimento a degradacdo enzimatica (Fischer et al, 2002) ou mudanca de
conformacdo do coldgeno causada pela glicacdo reduz essas forgcas mecanicas,
resultando em perda de fibroblastos em nimero e funcdo, o que acarreta na deficiéncia
na producao de colageno (Quan et al, 2013). A glicacdo do colageno e da elastina gera
danos graves a elasticidade do tecido devido ao cross-link entre as fibras colagénicas
(Bailey 2001).

Na epiderme o acumulo dos AGEs, como a CML, leva ao aumento dos niveis da
gueratina glicada, principalmente a citoqueratina-10, o que reduz a flexibilidade da pele
e, especialmente no estrato cérneo o acumulo de CML causando rugosidades, e levando

a uma aparéncia amorfa, opacidade e perda de firmeza (Pageon & Asselineau, 2005;
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Dunn et al, 1991; Kawabata et al, 2011, Ichifashi et al, 2011; Pennacchi et al, 2015). Por
este motivo o estudo dos efeitos da glicacdo de pele € importante tanto em pacientes
diabéticos quanto em individuos idosos.

Equivalentes de pele in vitro sdo um eficiente modelo para o estudo de células e
modificagdes provocadas na MEC no processo de envelhecimento. Em um estudo de
Pageon e Asselineau (2005) compararam a morfologia de pele reconstruida contendo
colageno nativo ou modificado por glicacao in vitro, os autores observaram uma reducao
da espessura cutanea na amostra glicada. Além disso, o sistema se mostrou promissor
para se observar os efeitos do envelhecimento sobre os elementos da MEC e para
avaliar a eficacia de inibidores da formacdo dos AGEs (Pageon & Asselineau, 2005;

Pennacchi et al, 2015) demonstrados neste trabalho.

1.4 PELE HUMANA RECONSTRUIDA IN VITRO

A pele humana é o maior 6rgdo do corpo humano e age como uma barreira contra
as agressfes externas (Ravichandran et al, 2012; Groeber et al, 2011). Ela também
previne desidratacdo e constitui barreira fisica limitando penetracdo de agentes
potencialmente danosos ao organismo (Yildrimer et al, 2012).

A pele humana é organizada em uma elaborada estrutura composta por trés
camadas ou estratos: a epiderme, a derme e a hipoderme (Hori et al, 2012). A epiderme
€ 0 estrato mais superficial, avascular, composto principalmente pelos queratindcitos,
além de outros tipos celulares como as células de Langerhans e melanécitos (Bottcher-
Haberzeth et al, 2010, Brohem et al, 2011). A epiderme é subdividida em quatro estratos
gue se formam através da diferenciacdo dos queratindcitos, estes se distribuem da
regido mais interna para a mais externa conforme seu estagio de maturacao (Hori et al,

2012), o estrato basal € o mais interno e proliferativo, fica em contato com a membrana
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basal que separa epiderme de derme. O estrato espinhoso fica acima do basal, e é
gerado através de mitoses assimétricas das células mais basais, ndo seguem o ciclo
celular normal e crescem em tamanho de citoplasma, estabelecendo uma robusta
conexao intercelular. O terceiro estrato € o granuloso, neste estrato as células se
organizam e se alinham, formando um envelope impermeavel a agua, devido ao
acumulo de granulos lipidicos, ao redor da membrana plasméatica (Brohem et al, 2011).
O estrato mais externo é o estrato corneo, que se caracteriza pela liberacdo de enzimas
lisossomais que degrada a maior parte das organelas dos queratindcitos, tornando-os
totalmente escamosos e anucleados, e fortemente conectados de forma a estabelecer a
barreira cutanea (Simpsom et al, 2011). A camada dérmica situa-se logo abaixo da
epiderme e é responsavel pela elasticidade e integracdo mecéanica da pele, contém a
MEC vascularizada, rica em coldgeno do tipo I, elastina e glicosaminoglicanos (Pereira
et al, 2013), o tipo celular predominante séo os fibroblastos, mas contém também células
endoteliais, fibras musculares, mastdcitos entre outros (Pereira et al, 2013). E na derme
que se localizam os foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebéaceas, vasos
sanguineos e linfaticos (Brohem et al, 2011), além de corpusculos e terminacdes
nervosas. A terceira e mais profunda camada da pele é a hipoderme, localizada abaixo
da derme, é composta principalmente por tecido adiposo e colageno e age como
isolante térmico e reserva energética (Yildrimer et al, 2012).

Como as células que compbdem o tecido da pele humana crescem em uma
organizacdo em trés dimensdes (3D), o padrédo de cultura de células em monocamada
(2D) nao representa bem a arquitetura fisiologica da pele. Varios tipos de pele humana
recombinante, também chamada pele reconstruida, fornecem essa estrutura 3D e ja

foram confeccionados in vitro. Esses modelos de peles organotipicas podem ser
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utilizados em diferentes aplicagdes, incluindo substituicdo a experimentacdo animal para
testes de seguranca e eficacia de compostos (Brohem et al, 2011).

As interagBes entre uma célula individual, as células vizinhas imediatas e a MEC
sao responsaveis pelo controle do comportamento celular (Grinnell 1976; Bissell, Hall &
Parry, 1982; Yang et al, 1987; Lin & Bissel, 1993; Smalley, Lioni & Herlyn, 2006; Grinnell,
2008). Portanto, as células cultivadas em monocamadas 2D ndo conseguem capturar a
complexidade do microambiente in vivo (Mazzolenni, Di Lorenzo & Steinerberg, 2009).
Tém-se sugerido, por exemplo, que as células cultivadas em substratos 2D tais como
placas de cultura, perdem uma infinidade de sinais importantes, chaves regulatorias e
fenotipo tecidual. Células cultivadas em 3D tém expressao diferenciada de receptores de
superficie celular, capacidade proliferativa, sintese de MEC, densidade de células e
funcbes metabdlicas particulares que dificlmente sdo mantidas no ambiente 2D
(Grinnell, 1976; Bissell, Hall & Parry, 1982; Yang et al, 1987; Lin & Bissell, 1993;
Smalley, Lioni & Herlyn, 2006; Grinnell, 2008; Mazzolenni, Di Lorenzo & Steimberg,
2009; Horning, 2008). Assim, modelos de monocamada 2D n&o perdem apenas na
reproducdo e complexidade de ambientes in vivo, mas também podem levar a falsos
resultados ao forcar as células a se adaptarem a uma superficie artificial, plana e rigida.
Um namero crescente de estudos relatam diferencas no fenétipo, sinalizacdo, migracao
celular e respostas de drogas quando as mesmas células séo cultivadas em condicdes
de cultura 2D ou 3D, nos quais € descrito inclusive um efeito protetores a alguns tipos
celulares contra o efeito de drogas, quando essas células encontram-se imersas em um
microambiente tridimensional em contato com outros tipos celulares (Mazzolenni, Di
Lorenzo & Steinerberg, 2009, Tiago et al, 2014). Estudos in vitro demonstraram que
fibroblastos dérmicos secretam fatores soluveis que se difundem na epiderme

sobrejacente e podem influenciar os queratinécitos a induzir a producéo de proteinas na
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membrana basal ou fatores melanogénicos (Balasubramani, Kumar & Babu, 2001; El
Ghalbzouri et al, 2002; Wong et al, 2007).

Queratinécitos em monocultivo produzem apenas uma fina camada epidérmica e,
sem apoio mesenquimal, sofrem apoptose apés cerca de duas semanas em cultura
(Wong et al, 2007). Sua cocultura com fibroblastos dérmicos promovem ndo sé a
proliferacdo dos queratindcitos, mas também o desenvolvimento de estratos de
diferenciacéo identificaveis. Consequentemente epitélios devidamente estratificados ndo
se formam numa simples cultura monocamada 2D. S6 em avancados sistemas 3D in
vitro os queratindcitos desenvolvem epitélios bem ordenados oferecendo assim uma
oportunidade mais proxima de reconstruir a pele humana (El Ghalbzouri et al, 2002;
Wong, McGrath & Navasaria, 2007; Stark et al, 2004, Brohem et al, 2011, Pennacchi et
al, 2015).

Modelos que recapitulam a arquitetura basica da pele humana possibilitam o
estudo de interacdes célula a célula, efeitos do ambiente estromal na regulacdo da
proliferacdo melanogénica e diferenciacdo dos queratindcitos, bem como processos de
reepitelizacdo apos ferimentos. Esses métodos sdo empregados para diversos fins em
pesquisa, como estudos da biologia da pele, farmacotoxicologia, estudos da biologia
celular e molecular, e possuem propriedades bioldgicas e farmacoldgicas semelhantes a
pele humana nativa, promovem cicatrizacdo de feridas, agindo como barreira as
infeccBes e perda de liquidos em pacientes vitimas de queimaduras, por exemplo (Jean
et al, 2011). Sdo considerados os mais avancados substitutos de uso clinico no
recobrimento temporario de feridas, com potencial de promover regeneracdo dérmica e
epidérmica reestabelecendo a estrutura normal da pele (Groeber et al, 2011). Estudos
de Mazlyzam e colegas (2007) avaliaram a utilizacdo de modelo de equivalente de pele

humana utilizado como implante no dorso de camundongos imunossuprimidos (Nude) na
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regeneracao da pele apos ensaio de ferida. Os resultados demonstraram que esse tipo
de substituto foi capaz de regenerar a area afetada com a formacgéo da juncdo derme-
epidérmica semelhante a pele nativa (Mazlyzam et al, 2007).

Sabe-se que os equivalentes de pele atuais sao deficientes no que diz respeito a
vascularizacdo e formacao de apéndices como os foliculos pilosos, glandulas sebaceas
e sudoriparas (Groeber et al, 2011; Bottcher-Haberzeth et al, 2010). Apesar disso, estes
modelos de pele sdo extremamente relevantes para testes de potenciais agentes anti
foto-envelhecimento, criacdo de modelos de estudo do cancer, bem como um excelente
sistema para andlises farmacoldgicas e cosmetolégicas, representando alternativas
atuais e de favoravel custo-beneficio para a substituicdo do uso animal para esses tipos

de testes (Brohem et al, 2011, Pennacchi et al, 2015).

1.5 APLICACOES FARMACOLOGICAS

Atualmente vivemos um momento cientifico de importancia mundial ao que se
refere ao desenvolvimento e/ou melhoria de métodos alternativos ao uso de animais na
pesquisa. Desde 2009 a Unido Europeia incentiva o desenvolvimento de alternativas ao
uso animal em industrias cosmetologicas e desde 2013 baniu totalmente a
comercializacdo de qualquer agente cosmético testado em animais. No Brasil uma lei
estadual e outra federal determinaram, a partir de 2014, a proibicdo completa do uso de
animais para testes de produtos acabados nas industrias cosmetologica, quimica e
farmacéutica, sempre que os componentes da férmula ja tiverem sido considerados
seguros para 0 uso humano pela ANVISA, o banimento destes testes para moléculas
novas entrara em vigor no prazo de 5 anos a partir da validacdo de uma metodologia

alternativa.
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Na cadeia produtiva da farmacologia, a descoberta de um farmaco é dependente
da capacidade preditiva de ensaios pré-clinicos, geralmente com base em cultura de
células (Mazzolenni et al, 2009). Porém, grandes diferencas sédo observadas quando os
mesmos medicamentos sao testados in vivo. Esta diferenca in vitro versus in vivo pode
resultar de diferentes receptores de superficie celular, cinética de proliferacéo,
componentes da MEC, densidades celulares e fungBes metabdlicas alteradas nas
células em monocamada (Horning et al, 2008).

A permeacdo de farmacos pela pele também é uma limitagdo importante para
compostos que devem agir nas camadas mais profundas da pele (Régnier et al, 1993;
Godin & Touitou, 2007). Pele de cadaveres foi utilizada no passado para estudos de
transporte de farmacos, mas havia limitacdes na disponibilidade de amostras e grande
variacdo entre os espécimes, gerando pouca confiabilidade e reprodutibilidade dos
testes e aumentando o potencial de aplicacdo de modelos de pele reconstruida
(Pasonen-Seppéanen et al, 2001).

O modelo 3D de pele reconstruida tem caracteristicas metabdlicas, de
permeabilidade e atividade semelhantes a da pele nativa, potencializando seu papel nas
investigac6es sobre permeabilidade de farmacos, toxicidade, irritacdo e diferenciacdo
dos queratinécitos (Régnier et al, 1993; Pasonen-Seppanen et al, 2001; Godin &
Touitou, 2007; Brohem et al, 2011). Uma das preocupacdes em relagdo ao modelo de
pele reconstruida € a sua deficiéncia de apéndices, incluindo foliculos pilosos e
glandulas sebaceas e sudoriparas. Por essas razdes, este modelo proporciona
propriedades de barreira inferior & encontrada na pele. Consequentemente, enquanto o
modelo de pele reconstruida € superior ao modelo monocamada, 0s parametros
cinéticos de permeabilidade obtidos a partir desses estudos ainda devem ser

considerados uma superestimativa se comparados ao fluxo através da pele humana
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(Brohem et al, 2011). Sabe-se também que a morfologia da pele reconstruida modificada
pela glicacdo, apesar de semelhante a pele reconstruida nao-glicada, apresenta
estrutura fibrilar alterada, além de modificagdes biologicas e morfologicas que refletem
envelhecimento in vivo e podem estar relacionadas a glicacdo por si s6 (Pageon et al,

2007, Pennacchi et al, 2015).

1.6 COMPOSTOS ANTI-GLICACAO

Uma série de compostos naturais ou sintéticos inibidores de AGEs tém sido
propostos, descobertos ou apresentados recentemente. Uma revisédo recente de Nenna
e colegas (2015), descreveu os principais anti-AGEs descritos em artigos cientificos nos
tltimos anos (Tabela 2).

O mecanismo de acdo dos anti-AGEs se da pela inibicdo da glicagdo “pré-
Amadori” ou “p6s-Amadori”’ (breakings). Os inibidores “pré-Amadori” agem prevenindo a
estabilizacdo dos AGEs pelo bloqueio das etapas iniciais da reacao de Maillard. Ja os
inibidores “pés-Amadori” seriam capazes de impedir que os produtos intermediarios da
glicado, os produtos de Amadori, se estabilizem através de novas reacdes para a forma
estavel e irreversivel, os AGEs e, portanto, poderiam ter uso terapéutico no tratamento

de doencas causadas pela glicacdo das proteinas (Rahbar et al, 2000).

Tabela 2. Compostos anti-AGEs

Composto Mecanismo de agdo Anti-AGEs
Aminoguanidina Inibidor “pés-Amadori” aprisiona intermediarios dicarbonilicos,
inibidor de éxido nitrico sintase
Piridoxamina Previne a transformacéo dos intermediarios proteina-Amadori em
(Vitamina B6) proteina-AGEs, age como inibidor “p6s-Amadori” pelo
aprisionamento dos intermediarios dicarbonilicos
Benfotiamina Inibidor “pds-Amadori” pelo aprisionamento dos intermediarios
(Vitamina B1) dicarbonilicos
ACEls Inibidor “pré-Amadori” e “pés-Amadori’, quelante de ions metalicos
de transicao
ARBs Agonista de PPARy
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Estatinas Estimulam depuracdo de RAGEs
Alagebrium (ALT-711) | Quebra ligac6es carbono-carbono (disrruptor de AGES)
TZDs Agonista de PPARYy, reduz a expressédo de RAGE
ALT-946* Inibidor “pés-Amadori” aprisiona intermediarios dicarbonilicos,
inibidor de NOS
OPB-9195* Inibidor “pés-Amadori” aprisiona intermediarios dicarbonilicos,
agonista de PPARy
Tenilsetam* Inibidor “pds-Amadori” aprisiona intermediarios dicarbonilicos,
guelante de ions metélicos de transicdo
LR-90* Inibidor “pés-Amadori” aprisiona intermediarios dicarbonilicos,
guelante de ions metalicos de transicédo
TM2002* Quelante de ions metalicos de transi¢ao
SRAGE* Previne a igacdo dos AGEs aos RAGEs
PEDF* Inibidor da protease serina que reduz a trasducéo de sinal AGE-
RAGE, ativa a transducéo de sinal de PPARy
Carnosina Quelante de metais e antioxidante

Abreviacdes: ACEls: Inibidores da Enzima de Conversdo da Angiotensina (do inglés: Angiotensin
Converting Enzyme Inhibitors). ARBs: Bloqueador do receptor de angiotensina (do inglés: Angiotensin
Receptor Blockers). NOS: Oxido Nitrico Sintase (do ingles: Nitric Oxide Synthase). TZDs:
Tiazolidinedionas. *Nenhum dado em humanos foi publicado até o momento (4 de maio de 2015).

Fonte: adaptado de Nenna e colaboradores, Res Cardiovasc Med, 2015.

A fim de validar nosso modelo de glicacdo do gel de colageno tipo I, realizamos a
incubacdo conjunta com inibidores classicos da glicacdo das proteinas. Optamos por
utizar a aminoguanidina (AG), um inibidor classico de AGEs e a Carnosina (CA), um anti-
oxidante utilizado em formulacdes cosméticas. A AG € uma pequena molécula de
hidrazina que age como uma “armadilha” para reativos carbonilicos intermediarios da
formacdo dos AGEs tais como metilglioxal (MgO), glioxal (GO), e 3-deoxiglicosona (3-
DG) (Lewis & Harding, 1990; Hirsch, Baines & Feather, 1992; Thornalley & Yurek-
George, 2000), AG inibe também a formacdo de carboximetilisina (CML) e
carboxietilisina (CEL), conhecidos produtos finais da glicacdo e demonstrou ser um
potente inibidor da enzima o6xido nitrico sintase (NOS) (Corbett et al, 1992). A AG foi

primeiro composto a ser extensivamente estudado in vitro e in vivo como sendo um
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potente inibidor da formagao de AGEs (Brownlee et al, 1986). A AG tem demonstrado
inibir a glicagdo de vérias proteinas tanto in vitro quanto in vivo (Hori et al, 2012). Ha
estudos mostrando o papel da AG na inibicdo da formacdo de ligagbes cruzadas e
fluorescéncia de colageno de aorta de ratos diabéticos e varios pesquisadores
demonstraram que ela retarda o desenvolvimento de complica¢des diabéticas, incluindo
nefropatia, neuropatia e vasculopatia (Brownlee, 1994). No entanto a revisdo de Nenna e
colaboradores (2015) demonstra que a AG nao apresenta, de forma geral, efeitos
benéficos na progressao de nefropatia declarada em humanos, e mostrou apenas uma
modesta atenuacdo de complicacbes no paciente portadores de DM e desceve ainda
que os estudos em humanos foram interrompidos devido a falta de eficacia e
preocupacdes com seguranga, principlamente devido a hepatotoxicidade observada
(Nenna et al, 2015).

Outro inibidor de AGEs que testamos em nossos experimentos foi a carnosina
(CA) (B-alanil-L-histidina), ja que este composto é um dos mais utilizados em
formulagbes cosméticas comerciais como um inibidor do envelhecimento causado pela
glicacdo. A CA é um dipeptideo natural amplamente distribuido nos tecidos de
mamiferos, incluindo musculos e cérebro, em altas concentracdes. Varias funcdes
biolégicas, incluindo seu papel como quelante de metais e antioxidante fizeram da
carnosina um inibidor AGEs interessante para estudos in vitro e in vivo, a molécula age
como “scavenging” de radicais livres e foi demonstrado que ela é capaz de estender o
tempo de vida de fibroblastos humanos em cultivo (McFarland & Holliday, 1994 e 1999),
matar células transformadas, proteger as células contra os aldeidos e fragmentos
amiloides de peptideos e inibir, in vitro, a glicacdo de proteinas (formacéo de ligacdes
cruzadas, grupos carbonila e AGES) e ligacdes cruzadas DNA/proteina (Hipkiss, 1998),

além de reduzir as concentracfes de acido tiobarbittrico (TBARS) quando adicionado
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aos lipideos previamente oxidados (Boldyrev et al, 1988; Aruom, Laughton & Halliewll,
1989; Aldini et al, 2002). Estudos demonstram que em um individuo de 70 anos 0s niveis
de CA nos tecidos apresentam-se até 63% menores do que em individuos jovens

(Hipkiss, 1998 e 1994).

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo central deste trabalho foi desenvolver a pele reconstruida modificada
pela glicacdo do compartimento dérmico a fim de reproduzir uma pele diabética e/ou
envelhecida com a proposta de criar uma plataforma de avaliacdo in vitro de compostos

anti-glicacao e anti-envelhecimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Isolar melandcitos, queratinécitos e fibroblastos humanos isolados a partir de
fragmentos de pele cedidas por pacientes submetidos a cirurgias reparadoras.

2. Avaliar o perfil citotoxico das moléculas aminoguanidina e carnosina as células da
pele humana.

3. Desenvolver o processo de glicacao do colageno tipo | in vitro.

4. Padronizar e avaliar morfologicamente as peles reconstruidas glicadas em
comparagcao com as peles néo glicadas (controles).

5. Avaliar as moléculas anti-glicantes aminoguanidina e carnosina quanto a eficacia

na inibicdo da glicacao in vitro no colageno tipo I.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Condicdes de cultura e manutencéo das linhagens celulares

O banco de células do laboratério de Patologia e Citologia Clinica contém
melandcitos, queratinécitos e fibroblastos humanos isolados no préprio laboratério
conforme sera descrito mais adiante. As células sé@o cultivadas em incubadora de cultura
celular a 37°C, em frascos plasticos descartaveis contendo meio de crescimento normal
especifico para cada linhagem utilizada, em atmosfera de CO, adequada para a
manutenc¢do de pH préximo ao fisioldgico e especificado abaixo.

As culturas de queratinécitos sdo mantidas em atmosfera de 7,5% de CO, em
meio KGM Gold BulletKit (Lonza, Allendale, NJ, USA), suplementado com KGM-Gold
SingleQuot Kit e acrescido de isoproterenol 10° molar (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA). Os melandcitos sdo mantidos com meio comercial especifico para este tipo
celular, previamente suplementado (M254 Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). Os fibroblastos sdo mantidos em meio D-MEM (Gibco, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibiéticos (100
U/ml de ampicilina e 100 pg/ml de estreptomicina - Gibco, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA). As culturas celulares de fibroblastos e melandcitos sdo mantidas em
atmosfera Umida, contendo 5% de CO,. As células sao subcultivadas sempre que
atingem, aproximadamente, 80% da densidade de saturagdo, utilizando, para tanto,
tripsina 0,1% em PBS (tampdo fosfato salino contendo 1mM EDTA - &cido etileno
diamino tetra-acético), ou tripsina 0,05% para melandcitos, sempre com lavagem prévia
utilizando o mesmo tampédo. Os estoques celulares sdo mantidos em meio de cultivo
contendo 8% do criopreservador DMSO (dimetilsulféxido - Sigma-Aldrich, Saint Louis,

MO, USA) a -196°C, em nitrogénio liquido (Tiago et al, 2014; Pennacchi et al, 2015).
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3.2 Isolamento Celular

Os trés tipos celulares predominantes da pele humana: fibroblastos,
queratinécitos e melandcitos, foram obtidos & partir de pele de prepuacios recebidos
como doacao de pacientes submetidos & postectomia no Hospital Universitario da USP,

com anuéncia dos comités de ética locais (CEP-HU/USP: 943/09 CAAE:

0062.0.198.000-09 e CEP/FCF/USP: P/CEP/FCF/534), as imagens representativas do

Figura 4. Isolamento de células & partir de pele humana. A esquerda, em cima: pele de prepucio. A
esquerda em baixo: fragmentacao do tecido ap0s limpeza e esterilizacdo. A direita: separagdo mecanica
de derme e epiderme. Fonte: do autor.

processo de isolamento estédo dispostas na Figura 4.

As amostras de pele obtidas através de cirurgia de postectomia em bebés ou
criancas (até aproximadamente 15 anos de idade) foram recebidas em frascos
identificados contendo solugéo fisiologica. Estes frascos foram mantidos em geladeira

(4°C) até o momento do processamento, o que ocorria preferencialmente no mesmo dia
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da cirurgia. Algumas amostras recebidas foram consideradas inadequadas ou inviaveis
devido a degradagdo do tecido por contaminacdo, provavelmente causada pelo mau
armazenamento da amostra no hospital. Amostras consideradas adequadas passaram
por uma etapa de esterilizacao rdpida com banho em etanol 70%, seguido de 03 banhos
em tampdo PBS contendo ampicilina e estreptomicina (100 pg/ml e 100 U/ml,
respectivamente, Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). O tecido adiposo e o0s
vasos sanguineos foram removidos com auxilio de tesoura e pinga estéreis. Apos a
limpeza inicial o tecido foi fragmentado em porgcbes de aproximadamente 9 mm? e
incubados em uma solucéo de dispase Il a 4 mg/ml (neutral protease, grade I, obtida de
Bacillus polymyxa, Roche) em PBS contendo antibi6ticos, por 12 horas a 4°C, com a
porcdo dérmica voltada para o fundo da placa (60 mm) e a por¢do epidérmica voltada
para cima. A funcdo da dispase é clivar o colageno tipo IV que predomina na regido da
membrana basal da pele, por¢cdo que delimita a juncdo entre derme e epiderme
(Waaijman et al, 2010), desta forma, apds a digestdo enzimatica da membrana basal,
paramos a reacdo com adicdo de soro fetal bovino e destacamos as por¢des dérmica e
epidérmica com auxilio de pincas estéreis, realizando assim a primeira etapa para o
isolamento dos 3 tipos celulares predominantes na pele humana.

A derme é entdo incubada em uma solucédo de colagenase | 1 mg/ml (obtida de
Clostridium histoyticum 180,00 unidades/mg, Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) em PBS com antibidticos por 2 horas a 37°C, apés este periodo a acdo da
colagenase é parada pela adicdo de meio DMEM contendo SFB, as células séo
centrifugadas por 3 minutos a 1500 rpm e ressuspendidas e plaguedas em meio DMEM
contendo 10 % de SFB.

A epiderme € incubada em solucgéao de trispsina (0,05 %) preparada como descrito

anteriormente, por 15 minutos a 37°C. Passado o periodo de incubacédo da epiderme,
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7

esta é agitada fortemente 3 vezes para desagregacdo celular, a acdo da tripsina &
bloqueada pela adicdo de meio DMEM contendo 10% de SFB, a suspenséo celular é
filtrada em cell strainer com poro de 100 uM e centrifugada por 3 minutos a 1500g. O
pellet das células da epiderme é ressuspenso em meio para cultivo de queratindcitos em
placas de cultura celular de didmetro de 100 mm previamente recobertas por coldgeno
IV, conforme anteriormente descrito. Essa cultura € mantida em incubadora a 7,5% de
CO,, 37°C por 6 horas para adeséo celular (queratindcitos e melandcitos), passado esse
periodo, o meio de cultura é trocado para remoc¢ao de células mortas.

Apos cerca de uma semana de proliferacdo (aproximadamente 60% confluéncia),
0s melandcitos sao removidos do cocultivo com queratinécitos através de tripsinizacao
seriada da seguinte forma. Primeiramente realizamos uma tripsinizacdo rapida com
tripsina (0,05 %) por 2 minutos a temperatura ambiente, 0 que promove a desagregacao
dos melandcitos, o pellet € ressuspenso em meio de cultivo especifico para esse tipo
celular e a cultura € mantida em incubadora contendo 5% de CO, Realizamos entao
uma segunda tripsinizacao (tripsina 0,1% por 3 minutos a 37°C) na qual coletamos parte
dos queratindcitos e alguns melandcitos remanescentes, essas células sdo plaqueadas
e identificadas para que novo isolamento seja realizado posteriormente, entdo uma
terceira tripsinizacao € feita, com tripsina 0,1% por 3 a 4 minutos a 37°C, de forma a
coletar todos os queratindcitos que ainda permaneceram aderidos, essas células sao
plagueadas como cultura pura de queratinécitos, e mantidas em meio especifico a 7,5%

de CO.,.
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_ EPH56 KP#55 MP#55

Figura 5. Fotomicrografia representativa das culturas de células de pele isoladas a partir de prepuacio

FP#56 P1.: fibroblastos humanos isolados a partir de doacé&o de pele do paciente n° 56.
KP#55 P2: queratindcitos humanos isolados a partir de doagédo de pele do paciente n° 55.
MP#55 P1: melanécitos humanos isolados a partir de doacéo de pele do paciente n° 55.
Fonte: do autor

As culturas ultra-puras (Figura 5) foram entdo expandidas para ampliacdo do
banco das células do laboratério, e utilizadas para os experimentos que se seguem

(adaptado de Brohem et al, 2011).

3.3  Cultivo de queratindcitos: adequacéo de protocolo

A fim de aperfeicoar o protocolo de manutengdo dos queratindcitos humanos,
visando aumentar o rendimento e qualidade das culturas, testamos um protocolo que
estimulasse maior adesao celular no momento do descongelamento ou plagueamento
dos queratindcitos, para tanto, preparamos um recobrimento (coating) de colageno tipo
IV nas placas de cultivo. Sabe-se que diversas culturas de células ancoragem-
dependentes derivadas de tecidos e 6érgdos humanos tém obtido maior sucesso quando
cultivadas sobre superficies recobertas por MEC quando comparadas aquelas cultivadas
sobre pléstico (Yashiki et al, 2001; Freshney et al, 2010).

Para isto, utilizamos colageno tipo IV (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) na
concentracédo final de 0,03 mg/ml em meio de cultura DMEM (Gibco, Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA), aplicado como um filme sobre as placas ou garrafas de cultura.
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Como forma de avaliar a eficacia do método geramos uma curva de crescimentos
de queratindcitos cultivados em placas com ou sem o “coating” de colageno. Para tanto,
preparamos previamente placas de cultura (35 milimetros de diametro) com ou sem o
“coating” de colageno tipo IV, plaqueamos queratinécitos humanos na densidade 10*
células por placa. Nos tempos de 3, 5 e 7 dias registramos o crescimento das colbnias
celulares, caracteristicas de queratinécitos, através de fotomicrografias e por contagem
pelo método de Azul de Tripan. Observamos que o0 revestimento com colageno
favoreceu a adesdo e aumentou em aproximadamente 3 vezes a proliferagéo celular
apo6s uma semana em cultura (dados ndo mostrados).

Além disso, testes realizados pelo laboratério demonstraram que a
suplementacdo extra do meio comercial de cultivo de queratindcitos KGM (Lonza,
Allendale, NJ, USA) com o isoproterenol (10° M) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA),
um agonista beta-adrenérgico estruturalmente semelhante a adrenalina, melhorou
significativamente a qualidade das células, tornando-as mais proliferativas, o que foi
observado pela analise to tempo de crescimento das culturas. Por esta razéo alteramos
o protocolo de manutencdo de queratindcitos humanos até entdo seguido pelo
laboratério incluindo o prévio revestimento das placas sempre que as células séo
descongeladas e/ou plaqueadas e incluimos o isoproterenol ao meio de cultivo para este
tipo celular.

Além destas alteracdes de protocolo, passamos também a analisar as células
obtidas no isolamento celular a partir de pele de prepucio, a analise quanto a possiveis
contaminagbes por agentes infecciosos por PCR. Isso € importante para garantir a
pureza e qualidade das culturas, e para garantir a seguranca ao manipulador, ja que nao
séo realizados testes soroldgicos prévios nos pacientes submetidos a postectomia no

Hospital Universitario. Para tanto, coletamos o sobrenadante e o pellet de células
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utilizadas na confeccdo das peles reconstruidas para extragdo de RNA por meio do kit
de extracdo de RNA viral (Pure link® Viral RNA/DNA Mini Kit, Invitrogen). As amostras
de RNA foram entdo encaminhadas para analise na Universidade Estadual de
Maringd/PR pela equipe coordenada pela Professora Doutora Méarcia Edilaine Lopes
Consolaro. Foram realizados testes para deteccdo de material genético proveniente de
microorganismos responsaveis por 07 doencas sexualmente transmissiveis: Chlamydia
trachomatis, Treponema pallidum; Herpes virus simplex (HSV-1 e HSV-2); Mycoplasma
genitalium; Trichomonas vaginalis; Neisseria gonorrhoeae e pesquisa para presenca do
Papiloma virus humano, o HPV. Como controle positivo da qualidade do RNA extraido
pesquisou-se a presenca de fragmento correspondente a B-globina. A pesquisa para
todos os microorganismos e HPV resultou negativa para todas as amostras testadas
conforme Figuras 6 e 7 abaixo. Atualmente, todas as culturas primarias isoladas pelo
nosso grupo, bem como as células ja armazenadas no banco de células primarias do
Laboratério de Citopatologia sdo avaliadas quanto a contaminacdo por esses
microorganismos, entre outros (Citomegalovirus, Hepatite B, HTLV-1, HTLV-2, HIV-1 e

Hepatite C).

Figura 6. Andlise eletroforética dos fragmentos amplificados para deteccao de HPV por PCR em gel de
agarose 1,5%. M: marcador de 100pb

CP: controle positivo de HPV;
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CN HPV: controle negativo de HPV;

CN B-gl: controle negativo B-globina.

71 HPV: amostra 71 analise de HPV,

71 B-gl: amostra 71 analise de B-globina;

77 HPV: amostra 77 (pool pacientes 77, 78 e 79) andlise de HPV;

77 B-gl: amostra 77 (pool pacientes 77, 78 e 79) andlise de B-globina;
88 HPV: amostra 88 analise de HPV;

88 B-gl: amostra 88, analise de B-globina.

M; C; C, CiaCy Cs Cs C; A; Ay A3 C. N\

Figura 7. Andlise eletroforética dos fragmentos amplificados para sete microrganismos usando PCR
multiplex em gel de poliacrilamida 8%. Todas as amostras foram negativas

C1: controle de Chlamydia trachomatis (361 pb);

C2: controle de Treponema pallidum (291 pb);

C3: controle de HSV-2 (249 pb);

C4: controle de Mycoplasma genitalium (193 pb);

C5: controle de Trichomonas vaginalis (170 pb);

C6: controle de Neisseria gonorrhoeae (162 pb);

C7: controle de HSV-1 (123 pb).

As amostras 71, 77 (pool 77, 78 e 79) e 88 estdo representadas por Al, A2 e A3, respectivamente.
M1 e M2, marcador de tamanho molecular (25bp Invitrogen).

3.4 Ensaio de citotoxidade dos compostos anti-glicacao

Para avaliar as moléculas aminoguanidina e carnosina quanto ao seu perfil
citotoxico foi realizado o Ensaio de Viabilidade Celular de fibroblastos através do corante
de exclusdo Azul de Tripan.

Foram testadas as concentragdes de 10, 15, 20, 25 ou 30 mM de aminoguanidina
ou carnosina sobre fibroblastos, células predominantes da derme, expostas diretamente

aos compostos aplicados na matriz de colageno no momento da pré-glicagao.
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Os ensaios das diferentes concentragcdes dos dois compostos foram realizados
em trés diferentes periodos de exposicdo: 24, 48 ou 72 horas. Os fibroblastos foram
cultivados em placas de 24 pocos (5 x 10* células por pogo) e mantidos em contato com
0s compostos nas diferentes concentracfes e periodos de exposicdo. Apos o periodo de
exposi¢do o sobrenadante foi coletado, as células foram lavadas com PBS e removidas
da placa por meio da agao da enzima tripsina 0,1% em incuba¢cao durante 3 minutos em
estufa 37 °C, a acéo da enzima foi parada pela adicdo de meio de cultura contendo soro
fetal bovino a 10% e a suspenséao celular foi também coletada em tubo cénico. A placa
foi novamente lavada com PBS a fim de coletar todas as células restantes e a
suspensao foi coletada nos tubos correspondentes que foram centrifugados por 5
minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 30 ul de
meio de cultura e 30 pl solucdo de azul de tripan para contagem em Camara de

Neubauer (Tennant, 1964, Tiago et al, 2014).

3.5 Obtencéo de colageno tipo |

Para a obtencdo de colageno tipo 1 foram utilizadas caudas de ratos jovens,
adultos ou diabéticos, a extracdo do colageno das fibras se deu através de digestao
acida conforme protocolo adaptado de Maria & Wada (1996) da seguinte maneira.
Caudas de ratos Wistar, doadas pelo Laboratério de Bioquimica Clinica, coordenado
pela Profa. Dra. Maria Rita Rodrigues (UNIFAL-MG, Alfenas-MG), mantidas congeladas
a -20°C até o momento dos experimentos, foram dessecadas a fim de expor os tenddes.
As fibras foram retiradas com auxilio de pingcas do tipo dente de rato. E postas para
secar por 24 horas a temperatura ambiente. Apos secas, as fibras foram pesadas e
lavadas em etanol 70% para esterilizacdo. A partir desta etapa todo o procedimento foi

realizado de forma estéril em fluxo laminar. As fibras foram solubilizadas em acido
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aceético 0,5 N sob agitacdo a 4 °C por 48 horas, apos esse periodo foi realizada uma
centrifugacéo a 4 °C, 5000 g por 90 minutos para purificacdo, o pellet foi desprezado e a
proteina foi lavada em solugdo de NaCl 20%, seguida de nova centrifugacdo a 4 °C,
5000 g por 90 minutos. A fase aquosa foi entdo descartada e o colageno foi dialisado
contra agua destilada estéril, por 48 horas sob agitacdo a 4 °C, e armazenado em
frascos estéreis a 4 °C até o momento do uso.

Alternativamente utilizamos colageno tipo 1 comercial (Corning Collagen |, Rat

Tail, 100mg, #354236, Corning, NY, USA).

3.6  Desenvolvimento do processo de Glicagéo “in vitro” de colageno tipo |

Durante a padronizacdo do processo de pré-glicagdo do colageno tipo 1
comercial, a fim de mimetizar processo de envelhecimento de pele ou o Diabetes
Mellitus, realizamos testes para trés diferentes formas de glicacdo, duas rapidas (24 h) e
uma lenta (4 semanas) a fim de encontrarmos 0 processo mais adequado aos Nossos
experimentos. O protocolo para cada tipo de glicacao in vitro foi descrito abaixo.

Como primeira forma de glicagdo in vitro utilizamos o acido glioxilico (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) como agente glicante, conforme experimentos de Liao e
colegas (2009). Matrizes de colageno (50 mg) foram incubadas por 24 horas a 37°C, sob
agitacdo leve, em solucdo de acido glioxilico (0,715g) e cianoborohidreto de sédio
(1,42g) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) que age como catalisador da reacao,
diluidos em PBS (pH7.2, 25ml), e filtrados em poro de 0,2 micrometros para manutencao
das condicdes estéreis.

Alternativamente seguimos o protocolo de glicacéo descrito por Alikhani e colegas
(2006), utilizando como agente glicante o glioxilato de sdodio (0,715g) (Sigma-Aldrich,

Saint Louis, MO, USA) e cianoborohidreto de sédio como catalisador (1,42Q)
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previamente solubilizados em PBS (ph7.2, 25 ml) e filtrados em poro de 0,2 micrometros,
por 24h a 37°C, sob agitacéo leve.

O terceiro protocolo testado foi o de Pageon e colegas (2008), que representa
uma glicacdo lenta e progressiva e com a incubacdo das matrizes do colageno com
ribose 10mM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), previamente solubilizada em PBS e
fitrada em poro 0,2 micrébmetros, por quatro semanas a temperatura ambiente sob
agitacéo.

Matrizes de coldgeno foram incubadas somente com cianoborohidreto de sédio
em PBS (catalisador das glicagc6es rapidas) ou somente com PBS (veiculo da glicacao
lenta) e foram utilizadas como controle de glicacao.

Como tratamentos, incubamos o colageno com os diferentes agentes glicantes na
presenca dos inibidores da glicacdo Aminoguanidina ou Carnosina, nas concentracoes
de 10, 15, 20 25 ou 30 mM, reproduzindo, e ampliando, o ranking de concentracdes
descrito na literatura para estes dois compostos (Pageon et al, 2008; Alhamdani et al,
2007). ApoOs os diferentes tratamentos, as amostras foram dialisadas contra &agua
destilada por 48 horas sob agitacdo a 4 °C. Todo o processo foi realizado em ambiente

estéril.

3.7 Mensuracao da glicacdo de colageno tipo 1 por Fluorimetria

O grau de glicacao do colageno comercial incubado com os agentes glicantes, ou
obtido do tend&o da cauda de ratos, foi monitorada de através de analise da emisséo de
luz intrinseca (sem adicdo de fluoréforos) apds serem excitados em determinados
comprimentos de onda conforme descrito por Pageon e colegas (2007).

Realizamos duas medidas em comprimentos de onda distintos a fim de estimar a

presenca de AGEs autofluorescentes e, de uma forma mais especifica, a Pentosidina,
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AGE composto pelos residuos de arginina e lisina em crosslink com uma pentose, o
mais representativo AGE dentre aqueles que emitem autofluorescéncia (Gkogkolou &
Bohm, 2012). O experimento se deu da seguinte forma: uma aliquota do colageno (nas
diferentes condigbes) foi solubilizada pela digestdo com pepsina 200 pg/ml (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) em acido acético 0,5M a 37°C overnight sob agitacdo. Ao
final da incubacdo, o pH do material digerido foi ajustado para 7.0 pela adicdo NaOH
(0,5N), as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm e o0 sobrenadante
contendo colageno digerido foi utilizado para a afericdo da emisséo de fluorescéncia em
espectrofotdmetro, em placas de 96 pocos com as laterais pretas e fundo transltcido, a
fim de diminuir a perda de sinal. Os comprimentos de onda utilizados foram: excitacao
de 370 nm e emisséo de 440 nm para a deteccdo de AGEs totais, e excitacdo de 328

nm e emissao de 378 nm para deteccéo de pentosidina.

3.8 Geracgdo de pele humana reconstruida contendo equivalente dérmico glicado

O equivalente dérmico foi obtido mediante a mistura de fibroblastos (15 x10*
células/derme) ressuspensos em SFB (50ul/derme) com o colageno tipo I (2,5mg/ml)
reconstituido, ou seja, com pH corrigido pela adicdo de meio Ham’'s F12 10X
concentrado (100ul/derme, Gibco Life Tecnologies, MD,USA) e um volume igual de
tampé&o de reconstituicdo (2,2% NaHCO3;, NaOH 0,05M, HEPES 200mM) em gelo. No
caso dos equivalentes gerados com os colagenos glicados “in vitro” ou tratados com
aminoguanidina ou carnosina, utilizamos em propor¢do 1:1 com colageno comercial a
fim de garantir a polimerizagdo. Mesmo nesta diluicdo, os AGEs presentes na mistura
ainda apresentaram capacidade de geracdo de autofluorescéncia significativa, como

serd demonstrado mais adiante.
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Os equivalentes de derme, até entdo em solucdo (colageno + fibroblastos) foram
transferidos para placas de 24 pocos (0,8ml/pogo), mantidos a 37°C por 30 minutos para
gelificagdo do colageno. Apos esse periodo foi adicionado 1ml de meio de RAFT
(preparado conforme tabela abaixo) por pogo para normalizagcdo do pH, a placa foi
mantida por cerca de 2 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, até a adicdo de
queratinécitos primarios humanos (Pennacchi et al, 2015).

Queratinécitos e melandcitos humanos sub-confluentes foram usados para a
reconstrugdo da epiderme. Ap6s normalizacdo do pH das dermes, removemos o0 meio
de RAFT que recobria os equivalentes de derme em cada poco foram colocados 25x10*
queratinécitos e 0.83x10° melandcitos. Apdés a adesdo destas células por
aproximadamente 24h, submersas em meio RAFT e meio para queratindcitos na
proporcdo 1:1 & 37°C e 5% de CO,, a montagem foi transferida para uma grade de metal
previamente esterilizada que garantiu a manutencéo da interface ar-liquido, a pele foi
entdo cultivada utilizando meio de RAFT por duas semanas para a diferenciagdo da
epiderme (Pennacchi et al, 2015).

O meio de RAFT, utilizado para a manutencao das peles é preparado no
laboratério e € composto pelos meios comerciais DMEM e Ham-F12 na proporcédo de
3:1, respectivamente, além de 10% de SFB e suplementos, conforme descrito na Tabela

3 abaixo:

Tabela 3: Suplementos utilizados no preparo do meio RAFT.

Reagente Concentragéo
Toxina Colérica 10,1 nM
Insulina 5 ug/ml
Apo-Transferrina 5 pg/mi
Hidrocortisona-21 hemisuccinate 0,4 pg/mi
Epidermal Growth Factor 0,5 ng/ml
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3.9 Avaliacado morfolégica da pele artificial glicada

Apos a confeccdo das peles, essas foram fixadas com formalina tamponada 10%
a 4°C overnight, desidratadas em série crescente de alcodis e embebidas em parafina
histolégica no Setor de Técnicas Histologicas do ICB-USP. Os blocos foram cortados em
secgOes de 5pum em microtomo e as laminas foram submetidas a coloragédo Hematoxilina
& Eosina para analise morfolégica em microscopio éptico (Tiago et al, 2014, Pennacchi

et al, 2015).

3.10 Andlise da pele reconstruida glicada por Microscopia Confocal Multiféton

A fim de estudar a modulacdo da trama das fibras de colageno tipo | frente a
glicacdo, as laminas histolégicas geradas pelos cortes das peles incluidas em parafina
histologica foram analisados através da Microscopia Confocal Multifotdnica, utilizando
Microscopio Zeiss LSM 780 system (Carl Zeiss, Jena, Germany) no nucleo de
instalacdes de apoio a pesquisa (CEFAP - Centro de Facilidades para Pesquisa, ICB-
USP). As imagens foram adquiridas através de objetiva de 20x e analisadas pelo
software Zen (Carl Zeiss, Jena, Germany). Com este tipo de microscopia € possivel
realizar a leitura do material de forma tridimensional, em profundidade, devido a
capacidade de penetracdo das ondas de excitagdo no comprimento infravermelho
(Bélisle et al, 2010). Além disso, devido a baixa carga energética das ondas nessa
regido do espectro, a microscopia multiféton apresenta pouco esmaecimento
(“photobleaching”) do tecido e é pouco fototdxica as células analisadas, possibilitando
também analise a fresco do tecido (Koehler et al, 2006). Um dos recursos da
microscopia multifotdnica é a técnica de microscopia por geracdo de luz em segundo
harménico (SHG — do inglés: second harmonic generation), que utiliza espalhamento

nao-linear de fotons causado pela trama assimétrica do colageno para recriar sua
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imagem. Isto é feito sem a necessidade de corantes, apenas pela resolugdo gerada pela
reflexdo das fibras (Fine & Hansen, 1971; Freund & Deutsch, 1986). A microscopia por
SHG funciona como uma sonda Oéptica de alta seletividade e excelente contraste de
imagem para analise de colageno, e a imagem por SHG resulta da tripla-hélice ndo
centro-simétrica das trés cadeias polipeptidicas da molécula de colageno (Tanaka et al,
2013).

Existe também a possibilidade da analise de colageno através da excitacdo da
sua autofluorescéncia em determinados comprimentos de onda. Embora feixes de
colageno de pele in vivo ndo exibam resposta fluorescente a excitacdo devido ao seu
arranjo espacial diferenciado, amostras de colageno purificado emitem fluorescéncia no
comprimento de onda do ultravioleta (de 100 a 400nm) (Jiang et al, 2011). Apos a
confeccdo das laminas e coloracdo de rotina com Hematoxilina & Eosina as mesmas
laminas foram utilizadas para andlise por microscopia por SHG, sem a necessidade de

nenhum tratamento especial.

3.11 Anadlise matematica da alteracdo das fibras colagénicas pela glicacéo

Apos obtidas as imagens por SHG, contamos com a colaboracédo da equipe do
Professor Doutor Luciano Fontoura da Costa, do Departamento de Fisica e Informatica
da USP- Séo Carlos-SP, para a analise matemética da alteracdo de padrdo de arranjo
das fibras colagénicas das peles reconstruidas glicadas.

Utilizando os dados das imagens dos grupos experimentais: peles controles;
peles glicadas ou peles tratadas com aminoguanidina, aplicou-se o conceito de
coeficiente de variacdo, que possui a capacidade de quantificar variacdes de intensidade
de cor em uma dada regido da imagem. O procedimento para o calculo do coeficiente de

variacdo baseia-se na premissa de que para cada pixel “I” da imagem, armazena-se a
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intensidade de cor dos pixels a uma distancia (raio) menor que “r’ do pixel “”. Em
seguida foram calculadas a média, pr(i), e o desvio padrao, or(i), da intensidade de cor
desses pixels, que sao entao utilizados para medir o coeficiente de variagao, definido

por:

cvr(i) = or(i)

| | (i) | — ,

O valor do raio “r" define a escala na qual a variagao de intensidade de cor &
medida ao redor de cada ponto da imagem. Para caracterizacdo das imagens, foram
selecionados aleatoriamente 200 pontos da imagem e calculados o coeficiente de
variagcdo desses pontos para 8 raios distintos (no intervalo [2, 30 pixels]). O objetivo foi
verificar se 0s conjuntos de pontos selecionados para cada imagem possui coeficiente
de variacdo distinto. Como para cada ponto, ha 8 medidas (igual ao numero de

diferentes raios utilizados), utilizou-se o método conhecido como andlise de

componentes principais (PCA), para analise dos resultados.

3.12 Avaliagédo imunohistoquimica da pele artificial glicada

Apo6s a avaliacao morfolégica das peles pela coloracdo Hematoxilina & Eosina e
pela microscopia multifotbnica, as peles foram analisadas frente aos marcadores de
diferenciacao celular, anticorpo anti-Queratina 10 reativo a regiao de epitélio estratificado
e altamente diferenciado e anticorpo anti-Queratina 14 reativo a camada basal de
proliferacdo e estratificacdo do epitélio. Além disso, investigamos a geracdo da
Carboximetil-lisina (CML), produto de glicacdo amplamente descrito dentre os AGEs e
capaz de se ligar a citoqueratina 10 no epitélio, utilizando o anticorpo anti-CML. Além
disso investigamos também a presenca dos marcadores de adeséo célula-célula E-

caderina e Desmogleina, as proteinas vinculina e alfa-SMA (Brohem et al, 2011; Pageon

et al, 2008; Pennacchi et al 2015). O protocolo experimental esta descrito a seguir.
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Os cortes de pele foram previamente desidratados e embebidos em parafina
histol6gica no Setor de Técnicas Histoldgicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, ICB | — USP foram realizados cortes em microtomia (5um de
espessura) e estes cortes foram aderidos as laminas silanizadas e mantidos por 3 horas
em estufa a 60°C para remocédo do excesso de parafina, depois as laminas foram
diafanizadas em 2 banhos em xilol 100% por 15 minutos cada, e hidratadas em série
decrescente de graduacdo alcoolica (3 banhos em etanol 100%, 1 banho em etanol
95%, 1 banho em etanol 70%, 1 banho em etanol 50% e 2 banhos em agua destilada,
sendo cada banho na duragao de 5 minutos).

Foi feita entdo a recuperacdo antigénica através da incubacdo das laminas em
tampao citrato pH 6,0 por 5 minutos a 95°C, duas vezes. Apoés o resfriamento do tampao
as laminas foram lavadas em 4gua destilada por 5 minutos, duas vezes. Em seguida foi
realizada a inativacao da peroxidase enddgena pela incubacdo das laminas com H,0O,
3% em agua destilada, 3 vezes de 10 minutos cada.

O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito pela incubag¢do das amostras em PBS
+ 2% de soro fetal bovino (SFB), a temperatura ambiente por 1 hora em camara Umida.

Para as marcacdes, as amostras foram incubadas com os anticorpos especificos
diluidos na solucdo de PBS conforme Tabela 4 abaixo, overnight a 4°C em camara
umida.

Tabela 4. Diluigdes dos anticorpos primarios utilizados nas imunomarcacgdes

Anticorpo Primério Marca/Codigo Diluicao
Anti-citoqueratina 10 monoclonal (VIK-10) Abcam/ab1421 1:150
Anti-citoqueratina 14 monoclonal (LL0O02) Abcam/ab7800 1:150
Anti-CML monoclonal (CMS-10) CosmoBio/Kal-KH011 1:30
Anti-alfa SMA Sigma A2547 1:600
Anti-BrdU Zymed 03-3900 1:50
Anti-Vimentina Abcam/ab7752 1:100
Anti-E-caderina Zymed 13-5700 1:50
Anti-Desmogleina-1 Invitrogen 32-6000 1.16
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No dia seguinte, ap0s as laminas atingirem a temperatura ambiente, essas foram
lavadas 3 vezes com PBS por 5 minutos cada e incubadas com o kit de anticorpos
biotinilados de acordo com as instrucdes do fabricante (EnVision™ + Kits, #K4007 HRP.
Mouse (DAB+) Dako, Glostrup, Denmark). Sobre os cortes foi adicionada solugéo de
diaminobenzidina (Sigma D4168), preparada conforme instrucbes do fabricante, até o
aparecimento da coloracdo castanha (cerca de 1 a 2 minutos). As laminas foram
novamente lavadas em 4gua destilada e realizou-se a contracoloragcdo dos nucleos com
Hematoxilina de Mayer (5 minutos). Apds nova etapa de lavagem em agua destilada (5
minutos) as laminas foram desidratadas em sequéncia crescente de alcodis e xilol e
montadas com laminula e Entellan (Merk 1.0/961.0100).

A imunomarcacao para deteccdo de DNA fragmentado foi realizada com kit
comercial conforme instrucées do fabricante Calbiochem®, FragEl™ DNA Fragmentation

Detection Kit, Fluorescent — TdT Enzyme, QIA39.

3.13 Avaliacéo dos produtos de glicacdo avancada (AGES) via kit ELISA.

A presenca dos AGEs totais no homogenato das peles reconstruidas foi avaliada
através de imunoensaio ELISA, com o kit comercial OxiSelect™ Advanced Glycation
End Product (AGE) ELISA Kit (Cell Biolabs®, INC, ref STA-317), seguindo as instrugdes

do fabricante.

3.14 Andlise da expressao génica via PCR para: Citoqueratinas 10 e 14, Desmogleina
e E-Caderina.

O RNA total foi extraido do lisado das peles reconstruidas utilisando o Kit
comercial RNAeasy Plus Mini Kit (Qiagen®) de acordo com as instrucdes do fabricante. A

reacao de transcricdo reversa foi realizada utilizando kit commercial High-Capacity cDNA
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Reverse Transcription Kit (LifeTechnologies® ref 4368813). A andlise quantitativa de
PCR real-time foi realizada através do sistema ABI Prism® 7500 Sequence Detection
System (Applied Biosystem®, New Jersey, USA), utilizando
reagentes Tagman (LifeTechonologies). Os dados obtidos foram normalizados de
acordo com os niveis de expressdo enddégena de R-actin (Hs01060665_g1) e GAPDH
(Hs02758991 gl) das amostras em triplicata. A expressao relativa foi calculada pelo
método Delta-Ct (cycle threshold method) utilizando as equacgfBes seguintes: OCt
(amostra) = dCt (alvo) — Ct (referéncia); quantidade relativa = 2°'. Os genes alvo
avaliados foram: Cytokeratin 10 (Hs01043114 g1, gene KRT10), Cytokeratin 14
(Hs00265033_m1, gene KRT14), Desmoglein (Hs00355084 _m1l, gene DSG1) and

CDH1 (E-Cadherin - Hs01023894_m1, gene CDH1).

3.15 Andlise da expressao proteica via western blot.

Os compartimentos dérmico ou epidérmico foram separados mecanicamente com
auxilio de pincas e maceradas mecanicamente na presenca de 100uL de tampéo RIPA,
preparado conforme descrito na Tabela 5 abaixo, em gelo. Apos a completa
desagregacao tecidual, o homogenato tecidual foi mantido em gelo em contato com o
tamp&o por 15 minutos e entdo derme ou epiderme foram passadas por agulha fina a fim
de lisar completamente as células aumentando o rendimento proteico. Os tubos foram
centrifugados a 4°C por 15 minutos a 10000 rpm. O sobrenadante foi mantido a - 80°C

até o momento dos experimentos.

Tabela 5: Componentes do tampéo de lise celular, RIPA.

Tampdao RIPA (g.s.p 10mL)
NaCl 5M 300uL
TrisHCI (1M pH 7.5) 500uL
Ninodet P40 500uL
EDTA 0,125mM 8uL
H,0 milli-Q 8,692uL
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| Inibidor de Proteases e Fosfatases (vide bula — S8820 SigmaFAST®) \ 1mL |

As proteinas totais presentes nos homogenatos de derme ou epiderme foram
medidas pelo método de Bradford, utilizando como curva padrdo a Albumina Sérica
Bovina. Apos dosagem, 30 ~ 50 microgramas de cada amostra foram preparadas em
tampéo de amostra separadas em gel de agarose gradiente comercial (4 — 15%, Mini-
PROTEAN® TGX™ Bio-Rad) com 90 V por 70 minutos.

A transferéncia das proteinas do gel para membrana de PVDF foi realizada em
geladeira a 70 V por 3 horas. Fez-se entdo o bloqueio da membrana com leite
desnatado 2% por 1 hora seguida da incubacdo com anticorpo primario anti-CML (1:200)
ou anti-p21 (1:200). O controle das proteinas enddgenas foi realizado em corte da
membrana distante das proteinas de interesse, com anticorpo anti-viculina (1:5000).
Apés incubagdo overnight a 4 °C sob agitacdo, as membranas foram lavadas e
incubadas com anticorpos secundarios em solucao de leite 2% por 1 hora a temperatura
ambiente sob agitacéo, seguida de nova etapa de lavagem.

A revelacdo se deu com uso de filme radiogréfico pelo kit de deteccéo
luminescente ECL Western blotting detection reagents (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Suécia). A quantificacdo das bandas geradas foi realizada pelo software Image

J.

3.16 Andlise dos resultados

Os resultados foram expressos como media + erro padréo de trés experimentos
isolados realizados em triplicata (as replicatas para cada experimento foram
especificadas nas legendas). As analises foram realizadas através da comparagdo dos

diferentes grupos experimentais em relagdo ao grupo controle. Para analise estatistica
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realizamos a andlise de variancia (ANOVA) e utilizamos o teste de comparacdes

multiplas Teste de Tukey comparando cada grupo experimental ao grupo controle.

4.  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Ensaio de Citotoxicidade

N&o foram observados efeitos toxicos da Aminoguanidina e Carnosina frente aos
fibroblastos humanos em nenhuma das concentracdes e tempos descritos, conforme

observado nas Figuras 8 e 9 abaixo.
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Figura 8. Fotomicrografia dos fibroblastos humanos frente ao composto anti-glicante Aminoguanidina

(AG) nas diferentes concentracfes. Aumento 20x. Experimento realizado em triplicata biol6gica e
experimental (n=9 por grupo)

FP+AG24h EP+AG48h FP+AG72h

T J 0
Controle  AGLOMM AGISmM AG20mM  AG25mM  AG30mM

Controle  AGLOMM  AGISmM AG20mM AG25mM  AG 30mM Controle  AGLOmMM  AGISmM  AG20mM  AG25mM  AG30mM

Em azul: células vivas, em vermelho: células mortas.

Figura 9. Viabilidade dos fibroblastos humanos (% de células viaveis) frente a molécula anti-glicante

Aminoguanidina em diversas concentra¢des nos tempos de 24, 48 ou 72 horas de exposi¢cdo. Experimento
realizado em triplicata biolégica e experimental (n=9 por grupo)

Figura 10. Fotomicrografia dos fibroblastos humanos frente ao composto anti-glicante Carnosina (C) nas

diferentes concentracdes. Aumento 20x. Experimento realizado em triplicata biologica e experimental (n=9
por grupo)
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Em azul: células vivas, em vermelho: células mortas.

Figura 11. Viabilidade dos fibroblastos humanos (% de células viaveis) frente a molécula anti-glicante
Carnosina em diversas concentracdes e tempos de exposicao de 24, 48 ou 72 horas. Experimento realizado
em triplicata biolégica e experimental (n=9 por grupo)

Conforme observado nas Figuras 10 e 11, acima, as moléculas Aminoguanidina
e Carnosina ndo apresentaram efeitos toxicos sobre os fibroblastos da derme humana,
nas concentracdes e tempos testados, visto que o0s tratamentos ndo alteraram

significativamente a viabilidade celular.

4.2  Obtencédo do Colageno tipo |

Foi observado que o colageno extraido de cauda de ratos diabéticos (glicado)
apresentava-se mais espesso e opaco que o colageno obtido de animais controle
(Figura 12), esses dados estdo de acordo com nossas expectativas, ja que a deposi¢ao
dos AGEs na proteina de coldgeno causam um remodelamento das fibras que se tornam
entrelagadas (crosslink), alterando a conformacédo habitual desta rede proteica (Pageon

et al, 2007).

Colageno

1) 12]

Grupamento Amino

~y

Glicose Cross-link permante
derivado da glicose

Produto de Amadori AGE
Base Schiff

IRRRR NN NN

Figura 12. Representacéo do coladgeno tipo | glicado. Tubo & esquerda: aspecto do gel de colageno
extraido de cauda de rato adulto saudavel. Tubo a direita: colageno extraido de rato diabético. Esquema do
“cross-link” nas fibras de colageno tipo | adaptado de http://www.life-
enhancement.com/magazine/article/369-more-evidence-for-eye-health-lower-age-with-acetyl-l-carnitine,
acesso em 24/outubro/2015
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Ap6s a obtencdo do colageno de tenddo de cauda de rato ou comercial (BD®)
partimos para as metodologias glicagao “in vitro” e analise da integridade da proteina por
analise eletroforética em gel dodecil-sulfato de sodio/poliacrilamida (SDS-PAGE) e grau

de glicacao por fluorimetria.

4.3 Glicacao do gel de Colageno tipo |

A fim de verificar a funcionalidade do protocolo de fluorimetria, descrito por
Pageon e colaboradores (2008), em nosso laboratério realizamos uma leitura prévia da
fluorescéncia das amostras conhecidamente glicadas, como um “controle positivo” da
autofluorescéncia. Para tanto, amostras de albumina sérica humana proveniente de
individuos saudaveis ou de pacientes diabéticos em fase de descompensacdao glicémica,
foram gentiimente cedidas pela Professora Doutorara Marisa Passarelli, chefe do
Laboratério de Lipides - LIM-10 da FMUSP, e aferidas quanto a autofluorescéncia,
indicativa da presenca de AGEs. Além disso, comparamos esses dados a fluorimetria
em colageno de cauda de ratos jovens (45 dias de vida), adultos (163 dias de vida) ou
diabéticos (diabetes tipo | induzido por injecdo intreperitoneal de aloxana, glicemia

superior a 300 mg/dl por 86 dias), conforme Figura 13 abaixo.

Fluorimetria - Pentosidina

U. A. Luz

[ ] 1B

A B Cc D E

Figura 13. Afericao de autofluorescéncia. A: albumina sérica humana controle; B: albumina sérica
humana diabética; C: colageno de ratos jovens; D: colageno de ratos adultos; E: colageno de ratos
diabéticos. Comprimento de onda de excitacdo: 328nm e emissdo 378nm para pentosidina. Experimento
realizado em triplicata (n=3 por grupo). (***p<0,001). U.A.Luz: unidades arbitrarias de luz.
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Conforme observado na Figura 13 o método de afericdo da fluorescéncia
mostrou-se valido, apontando a grande diferenca entre a emissdo de luz pelo AGE
pentosidina na amostra de albumina sérica de paciente diabético em comparacdo com a
albumina de individuo saudavel (***p<0,001, aumento de 75% na emissao de luz), o que
estd de acordo com o esperado. Porém, contrariando nossas expectativas, nao
observamos diferencas com significancia estatistica entre as amostras de colageno tipo |
obtido de tendao de caudas de ratos jovens (45 dias de vida), adultos (163 dias de vida)
ou diabéticos (glicemia superior a 300 mg/dl, por 86 dias). Este fato pode ter ocorrido
devido ao sitio anatdmico de obtencdo do coldgeno, os tendBes de cauda, j4 que a
regido recebe menor irrigacdo sanguinea se comprada a pele, por exemplo, e o tempo
de exposicdo as condi¢cdes normoglicémicas podem ndo ter sido suficiente para que a
reacdo completa da geracdo dos AGEs ocorresse. O mesmo pode ter ocorrido em
relacdo aos animais diabéticos, mantidos por 86 dias com glicemia elevada, tempo que
pode ter sido insuficiente para gerar danos permanentes no coladgeno da cauda.

O acumulo dos AGEs na pele tém sido descrito na literatura ndo somente nos
pacientes diabéticos, mas também devido ao envelhecimento cronoldgico (Jeanmarie et
al, 2001) e a glicacdo tem sido diagnosticada através da autofluorescéncia nesses
individuos (Corstjens et al, 2008). Proteinas de vida longa como o colageno tipo |,
predominante na derme, e tipo IV, abundante na membrana basal sédo alvos frequentes
da glicagdo, ja que seu “turnover’ & lento (cerca de 10~15 anos), o que os torna
possiveis biomarcadores para avaliacdo do envelhecimento da pele pela geracdo dos
AGEs (Jeanmarie et al, 2001). Estudos anteriores demonstram o aparecimento de
colageno glicado na pele humana a partir dos 20 anos de idade, essa taxa de colageno
glicado aumenta cerca de 3,7% ao ano, chegando a atingir 30 a 50% do colageno total

aos 80 anos (Jeanmarie et al, 2001; Dunn et al, 1991).
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Confirmada a eficacia da fluorimetria e obtidos padrdes de emissdo de luz,
passamos a fase de fluorimetria no coldgeno tipo | comercial glicado in vitro por trés
diferentes protocolos experimentais conforme descrito anteriormente. Utilizando para
tanto os trés diferentes agentes glicantes, o acido glioxilico, a ribose e o glioxilato de

sodio, a fim de estabelecermos a metodologia mais adequada.

Fluorimetria - Acido Glioxilico

U. A. Luz

Controle Glicado
Figura 14. Afericao da fluorescéncia emitida pelos AGEs presentes no colageno controle ou glicado por
Acido Glioxilico. Excitacdo de 328nm e emissao de 378nm, especifica para pentosidina. Experimento
realizado em triplicata biologica e sextuplicata experimental (n=18 por grupo). U. A. Luz: unidades

arbitrarias de luz.

Fluorimetria - Ribose 10mM

x

U. A. Luz

Controle Glicado

Figura 15. Afericdo da fluorescéncia emitida pelos AGEs presentes no colageno controle ou glicado por
Ribose 10mM. Excitacdo de 328nm e emissdo de 378nm, especifica para pentosidina. Experimento
realizado em triplicata biolégica e sextuplicata experimental (n=18 por grupo). *(p<0,05). U. A. Luz:

unidades arbitrarias de luz.

Fluorimetria - Glioxilato de Sédio

KKK

U. A. Luz

Controle Glicado
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Figura 16. Afericdo da fluorescéncia emitida pelos AGEs presentes no colageno controle ou glicado por
Glioxilato de Sdédio. Excitacdo de 328nm e emisséo de 378nm, especifica para pentosidina. Experimento
realizado em triplicata biolégica e sextuplicata experimental (n=18 por grupo). ***(p<0,001). U. A. Luz:

unidades arbitrarias de luz.

Conforme observamos nas Figuras 14, 15 e 16 acima, obtivemos resultados
positivos na geracdo de AGEs com as glica¢des in vitro do colageno tipo | comercial pela
incubacdo com ribose 10mM por 1 més (Figura 15) (Pageon et al, 2008) e pela
incubacdo com glioxilato de sédio por 24 horas (Figura 16) (Alikhani et al, 2006). A
glicacdo do colageno descrita por Liao e colegas (2009), utilizando o acido glioxilico
como agente glicante, em incubacdo com o colageno por 24 horas (Figura 14), ndo
demonstrou niveis satisfatorios de geracao de fluorescéncia, indicando que 0 processo
de glicacdo in vitro, neste caso, ndo foi eficiente. Desta forma descartamos o
procedimento adotado por Liao e colegas (2009) e mantivemos como padréo o protocolo
de Alikhani e colegas (2006), que utilizam glioxilato de sodio como agente glicante
(Figura 16), ja que a emissao de luz pelos AGEs, gerados neste caso, mostrou-se mais
significativa (***p<0,001, aumento de 90% na emissdo de luz), e por se tratar de uma
metodologia mais rapida do que a glicagéo pela ribose (Figura 15), também significativa
(*p<0,05, aumento de 40% na emisséao de luz).

Partimos entdo para a incubacdo com os agentes glicantes glioxilado de sédio ou
ribose na presenca dos inibidores de glicacdo, aminoguanidina e carnosina.
Primeiramente realizamos a glicacdo mais lenta e progressiva (1 més) com Ribose em
10mM (Pageon et al, 2008) na presenca da AG, o inibidor de AGEs classico, melhor
descrito na literatura (Brownlee et al, 1986; Sell et al, 2001) nas concentracées de 10mM
(Pageon et al, 2008), 15mM, 20mM (Alhamdani et al, 2007), 25mM e 30mM. Os

resultados apresentam-se na Figura 17 abaixo.
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Fluorimetria - Ribose + AG

U. A. Luz

Figura 17: Afericdo da fluorescéncia emitida pelos AGEs presentes no colageno controle, incubado com
ribose 10mM por 1 més ou incubado com ribose 10mM na presenca do inibidor aminoguanidina (AG) em
10, 15, 20, 25 ou 30mM por 1 més. Excitacdo de 370nm e emissdo de 440nm, abrangente para AGEs
totais. Experimento realizado em triplicata biologica e sextuplicata experimental (n=18 por grupo) *(p<0,05),
**(p<0,01), **(p<0,001). U. A. Luz: unidades arbitrarias de luz.

Podemos observar na Figura 17, que a AG realmente foi capaz de inibir a
glicagdo em longo prazo, pela incubacéo conjunta deste composto com o agente indutor
de glicacéo, ribose 10mM, em todas as concentracdes testadas quando comparadas ao
coladgeno glicado na auséncia da AG.

A partir deste dado realizamos a glicacao rapida, contando com glioxilato de sédio
como glicante na presencga de aminoguanidina ou carnosina, na concentracdo de 30mM
(Figura 18), j& que a concentracdo de 30mM foi aquela que apresentou maior
significancia (***p<0,001, diminuicdo de 65% na emissao de luz em comparagédo com o

glicado) na inibicdo da glicacéo lenta (com ribose 10mM).
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Fluorimetria - Glioxilato de Sédio
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Figura 18: Afericdo da fluorescéncia emitida pelos AGEs presentes no colageno controle, incubado com
glioxilato de sédio ou com glioxilato de sddio na presenca dos inibidores aminoguanidina (AG) ou
carnosina (C). Excitacdo de 370nm e emissdo de 440nm, representativa para AGEs totais ***(p<0,001).
Experimento realizado em triplicata biolégica e sextuplicata experimental (n=18 por grupo). U. A. Luz:
unidades arbitrarias de luz.

Conforme observamos na Figura 18 acima ambos os inibidores de glicacdo, AG e
C, na concentracdo de 30 mM foram capazes de prevenir de forma muito significativa
(***p<0,001, diminuicdo de 50 a 55% na emissdo de luz em relacdo ao glicado) a
geracdo dos AGEs no colageno quando incubadas durante o processo de glicacéo (24
horas). Depois de padronizada e confirmada a glicacéo, o colageno foi ressuspenso e
reorganizado em gel tridimensional para que fosse utilizado como substrato para o0s
fibroblastos humanos e na reorganizacdo da derme. Sobre esta estrutura dérmica, 0s

gueratindcitos e melandcitos humanos foram cultivados conforme descrito anterirmente.

4.4  Confeccdo da Pele Humana Reconstruida

Para a confeccdo das peles humanas reconstruidas (PHR) utilizamos o elemento
de MEC, colageno tipo | glicado, cuja glicacdo foi previamente confirmada através da
analise fluorimétrica ou incubado com o agene glicante na presenca dos inibidores de
glicacdo AG e C. Para que ocorresse a fase de polimerizacédo do colageno, utilizamos o

coldgeno modificado pela glicagdo ou pelos tratamentos em conjunto com colageno
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controle comercial ndo tratado (Pageon et al, 2008). Essa “diluicdo” do colageno glicado
nao interferiu nos efeitos decorrentes da glicagdo, visto que, mesmo estando em
proporcdo 1:1 com coldgeno comercial sem nenhum tratamento os indices de emissao
de fluorescéncia, indicativo da presenca dos AGEs ainda se mostram significativamente

superiores ao colageno controle puro, conforme mostrado na Figura 19 abaixo.

Fluorimetria - Glioxilato de Sédio
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Figura 19. Fluorimetria de colageno tipo | controle, glicado com glioxilato de sédio ou em diluicdes
graduais (controle + glicado). As porcentagens referem-se a propor¢éo de colageno glicado presente na
amostra. Excitagdo 370nm, emissdo 440nm, referente a AGEs totais. **(p<0,01), ***(p<0,001).
Experimento realizado em sextuplicata experimental (n=6 por grupo). U. A. Luz: unidades arbitrarias de
luz

Na Figura 19 observamos que a partir de 20% de presenca de colageno glicado
somado ao colageno controle, os indices de emissao de luz pelos AGEs ja se mostram
estatisticamente superiores (**p<0,01) e a partir de 40% de colageno glicado essa
significancia aumenta (***p<0,001) ao controle ndo glicado. Este dado comprova que,
mesmo sendo necesséria a diluicdo do colageno glicado em colageno controle numa
proporcao de 1:1 (50%) para que ocorra a polimerizacdo, ainda € mantido um percentual
de AGEs que garanta um ambiente suficientemente alterado para geracdao da PHR
glicada.

Apés a montagem das PHRs, conforme anteriormente descrito, obtivemos as

peles com padrdes diferentes de contracdo e estratificagdo. Uma imagem macroscopica

representativa das peles geradas pode ser observada abaixo.
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Figura 20. Aspecto macroscépico das PHRs controle, glicada (glioxilato de sédio), glicada tratada com
aminoguanidina 30mM ou com carnosina 30mM

Conforme se observa na Figura 20 as peles controle se apresentam mais
regulares quanto a contracdo colagénica, mostrando-se bem arredondadas. Ja as peles
glicadas, ou glicadas tratadas com AG ou CA apresentam contorno e tamanho irregular,
sugerindo uma matriz mais delgada e desorganizada. Essas observactes

macroscopicas foram confirmadas apos a analise dos cortes histoldgicos.

4.5 Andlise Morfolégica da Pele Reconstruida
As PHRs controle apresentaram uma morfologia semelhante a pele humana
nativa (Figura 21), com a presen¢a de um compartimento dérmico bem estruturado e

uma epiderme estratificada e diferenciada, como pode ser observado nos painéis
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Figura 22. Fotomicrografia de PHR, A. controle, B. glicada com Ribose 10mM e C. glicada com Ribose
10mM na presenca de aminoguanidina (AG) 30mM, coradas com Hematoxilina & Eosina, em aumento de
20x e detalhe a direita em 40x. Experimento realizado em triplicata biolégica e experimental (n=9 por
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Geramos a PHR, controle ou modificada pela glicagdo com a Ribose 10 mM

(Figura 22) a fim de verificar as alteracdes que essa alteracdo da matriz de colageno
poderia causar na estrutura geral da pele. Observamos que na pele glicada com ribose
10mM o compartimento dérmico parece estar mais delgado em comparacdo com o
controle, além disso, observamos maior vacuolizacdo na epiderme, que nos indica que o
processo de glicacdo interferiu na viabilidade dos queratindcitos, aparentemente

tornando-os menos saudaveis. Testamos também o efeito do inibidor de glicagdo, AG 30
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mM, em incubacé&o conjunta com o colageno ao longo do processo de glicagdo (1 més) e
observamos que a AG preveniu a vacuolizacdo da epiderme. Testamos também o efeito
do inibidor carnosina nas peles (dados ndo mostrados), porém, mesmo com a
comprovada prevencdo da formacdo de AGEs no colageno tipo I, a qualidade da
estratificacao epitelial foi grandemente prejudicada por este composto, o que nos fez
optar por prosseguir com testes apenas utilizando a AG.

Partimos entdo para a confec¢cdo da pele reconstruida modificada pela glicacao
do colageno pelo glioxilato de sddio (Figura 23). Como observado anteriormente na pele
glicada com ribose, notamos que a epiderme da pele glicada pelo glioxilato de sédio
também aparenta ser menos saudavel e proliferativa, devido a maior presenca de

vacuolos nos queratinécitos quando comparada a pele controle.
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Figura 23. Fotomicrografia de PHR. A: controle; B: glicada com glioxilato de sodio; C: glicada com glioxilato
de sdodio na presenca de aminoguanidina 30mM. Coradas com Hematoxilina & Eosina. Aumento de 20x e
detalhe a direita em 40x. Experimento realizado em triplicata bioldgica e experimental (n=9 por grupo).
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Observamos na Figura 23 que houve estratificacdo da pele controle (Figura
23.A) semelhante ao que observamos em cortes de pele humana nativa (Figura 21), o
gue nos indica que os queratindcitos estavam saudaveis e proliferativos no momento do
plagueamento. Neste experimento também foi possivel ver claramente os efeitos da
glicacdo na pele (Figura 23.B) como, por exemplo, derme retraida e a epiderme
vacuolizada, com menos camadas de diferenciacdo, conforme nossas expectativas
(Pageon et al, 2008). Notamos também que o tratamento com a AG 30 mM (Figura
23.C) preveniu o quadro de vacuolizacdo dos queratinécitos e da compactacdo da
epiderme observada na pele glicada, esse fato se deve ao potencial da aminoguanidina
de se ligar aos compostos reativos intermediarios no processo de formacdo dos AGEs,
os Produtos de Amadori, impedindo que estes se estabilizem e formem os AGEs
(Thornalley & Yurek-George, 2000) e pelo seu forte potencial antioxidante ja que sabe-
se que a glicacdo ndo enzimatica, é dependente de processos de oxidacao,
desidratacao e ciclizacédo para a estabilizacdo dos os AGEs (Lapolla et al, 2004).

Esses dados nos indicam que o tratamento com a AG nao exerce efeitos toxicos
as células de pele humana ao contrario da prépria glicacdo que causou vacuolizagéo do
epitélio, indicando uma atrofia do compartimento epidérmico, fato também observado em
peles envelhecidas modificadas pela glicacdo com Ribose (Gkogkolou & Bohm, 2012).
Além disso, notamos que a derme glicada mostrou-se mais delgada, indicando reducéo
de deposicdo de MEC dérmica, fato também ja demonstrado em estudos anteriores que
indicam a formacdo de compartimento dérmico menos espesso (Gkogkolou & Bohm,
2012), e menor capacidade de secrecdo de colageno por parte dos fibroblastos em
individuos com altas concentragcdes de AGEs (Rowe et al, 1977; Hehenberger et al,

1997).
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Para uma analise mais profunda das alteracbes da trama colagénica pela
formacgéo dos AGEs partimos entdo para uma nova metodologia, a microscopia confocal

multifotonica.

4.6  Andlise multifotbnica da pele reconstruida glicada

Conforme previamente descrito, utilizamos as laminas histolégicas, coradas com
Hematoxilina & Eosina, para a geragao das imagens das peles em segundo harmonico,
tipo de captura de luz gerada pela Microscopia Confocal Multifotdnica. Primeiramente

realizamos a analise das peles glicadas pela Ribose 10 mM.
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Figura 24. Aspecto morfolégico das peles controles e glicadas com ribose 10mM. Coluna a esquerda: A:
PHR controle; B. PHR glicada; C: PHR tratada com AG. Na coluna central (A.1, B.1 e C.1) a imagem
representativa da reflexdo, indicativo das fibras integras de colageno tipo | (em verde) via geragdo de luz
em segundo harménico (SHG) por microscopia confocal multiféton (Zeiss LSM 780 NLO). A epiderme
esta apresentada em vermelho e representa o espectro de transmissdo (células). Coluna a direira:
detalhe ampliado da trama colagénica. Aumento de 40x. Experimento realizado em triplicata experimental
(n=3 por grupo).

Observamos na Figura 24 que o processo de glicagao pela ribose 10 mM alterou
a conformacdo das fibras de colageno presentes na derme (detalhe da Figura 24.B) o
que era esperado, a AG inibiu essas alteragbes (Figura 24.C). Além disso, notamos
também a maior deposicdo de granulos de queratina no extrato corneo das peles
glicadas na presenca de AG, se compradas a pele controle (Figura 24.B) marcados

como pontuagfes verdes sobre o extrato corneo epidérmico. Isto pdde ser observado



75

gracas a capacidade de emissdo de autofluorescéncia pela queratina, quando excitada
no comprimento de onda do ultravioleta (~300 - 400 nm), mesmo comprimento de
emissdo SHG, sendo a metade do comprimento de excitacdo (~700 - 800 nm). Este
comprimento de emissdo também €& semelhante ao comprimento de excitacdo da
autofluorecéncia de colageno tipo | presente contendo AGEs (Pena et al, 2005).

Realizamos entdo a andlise das peles glicadas com glioxilato de sédio, nas quais

observamos os mesmos efeitos, conforme Figura 25 abaixo.

Controle

Amino‘g’u.anidina |

Figura 25. Aspecto morfolégico das PHRs controles e glicadas glioxilato de sédio ou tratadas com AG
30mM. Coluna & esquerda: morfologia por coloragdo Hematoxilina & Eosina. Coluna central: imagem
representativa da reflexdo, indicativo das fibras integras de colageno tipo | (em verde) via geracéo de
luz em segundo harmonico (SHG) por microscopia confocal multifoton (Zeiss LSM 780 NLO). A
epiderme estd apresentada em vermelho e representa o espectro de transmissdo (células). Coluna a
direira: detalhe ampliado da trama colagénica. Aumento de 40x. Experimento realizado em triplicata
bioldgica e experimental (n=9 por grupo).
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Quando observamos a pele glicada com glioxilato de s6dio sob a microscopia
confocal multiféton visualizamos claramente os efeitos da glicacdo sobre o padréo de
organizacdo das fibras de coldgeno na derme. Observa-se na Figura 25, que os feixes
de colageno na pele glicada apresentam-se menos organizados do que os da pele
controle, com aspecto de “achatamento” ou compactacdo da matriz dérmica, o que esta
de acordo com nossas expectativas, jA que a glicacado leva ao crosslink do colageno
(Pageon et al, 2008), fenbmeno que modifica suas propriedades biomecanicas, levando-
0 a rigidez e perda da flexibilidade observada nos pacientes diabéticos e individuos
idosos (Avery & Bailey, 2006).

O coldgeno apresenta-se eficiente na geracdo de segundo harmonico de luz
incidente devido a sua estrutura em tripla hélice a qual ndo é centro-simétrica, ele
também pode produzir TPEF (do inglés: Two Photon Excited Fluorescence) quando
irradiado com laser em regibes chamadas near infrared, como ja demonstrado em
culturas organotipicas no trabalho de Zoumi e colaboradores (2002). As imagens
apresentadas obtidas em nosso trabalho se assemelham aquelas geradas pela
histologia convencional quanto a morfologia e orientacdo do colageno (Chu et al, 2007).
Observamos pela analise em microscopia multifotbnica que a trama colagénica tanto da
pele reconstruida glicada com ribose 10 mM quanto com glioxilato de sédio apresenta
distribuicao desorganizada dos feixes de colageno, diferentemente do que se observa na
pele controle. Além disso, essa derme mostrou-se mais delgada, demonstrando reducao
de deposicdo de MEC dérmica (Gkogklou & Bohm, 2012) provavelmente, devido a
menor capacidade secretéria de MEC pelos fibroblastos e perda de agua do colageno

devido a glicacao (Rowe et al, 1977; Hehenberger et al, 1997).
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4.7  Andlise Matemética das alteragcfes nas fibras colagénicas pela glicacao

Os cortes histoldgicos das PHRs foram submetidos a microscopia SHG conforme
demonstrado anteriormente. Os pontos referentes a reflexdo (em verde na Figura 25),
indicativos da estrutura integra da tripla hélice do colageno tipo | foram entédo
transformados em pixels e quantificados conforme descrito na metodologia.

A intensidade dos pixels no compartimento dérmico foi mensurada em &reas
circulares escolhidas randomicamente, através de um raio de pixels pré-determinado.
Essas areas circulares foram entdo transformadas matematicamente de acordo com o
delta de intensidade para os pixels, 0 que indica diretamente a compressao das fibras
colagénicas no tecido, o que € passivel de ser guantificado conforme observado na
Figura 26. O canal verde das amostras foi utilizado na quantificacéo (referente as fibras
de colageno), um algoritmo de deteccéo de picos de intensidade foi aplicado. A area
delimitada circular de raio = 1 foi utilizada para esta andlise. Aléem disso, imagens
contendo alta intensidade de valores no interior da area delimitada foram consideradas
picos candidatos (Jolliffe, 2002).

Cada pico de compressdo colagénica foi indicado como um ponto vermelho
(conforme observado na Figura 26 ¢ - d). Na pele controle uma média de 4954 picos
foram detectados (0,036 picos/pixel’), enquanto que nas peles glicadas foram
observados em média 10644 picos de compressao (0,079 picos/pixel®) (Figura 26G).

As alteracdes observadas na MEC deviso a glicacdo também foram capazes de
alterar fenotipicamente o citoesqueleto dos fibroblastos, modificando sua morfologia
como pode ser observado na Figura 26 E e F. Essas alteracdes fenotipicas dos
fibroblastos em meio glicado foram descritas recentemente pela Doutora Maira

Estanislau Soares de Almeida, em tese de obtencgédo de titulo de Doutor (Almeida, 2015).
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Figura 26: Analise matematica do padrao das tramas colagénicas. A e B: analise do colageno por por SHG.
C e D: detalhe da trama colagénica com pontos vermelhos indicativos dos pontos de maior compresséo do
coladgeno. E e F: alteracdo fenotipica dos fibroblastos imersos na MEC controle ou glicada, corados por
Ematoxilina& Eodina, aumento de 40x. G: quantificagdo dos pixels indicativos de compresséao do colageno.
A analise matemética foi realizada pela equipe do Professor Luciano Fontoura, do IF-USP Sao Carlos-SP.
Foram enviadas para andlise 6 imagens para cada grupo experimental (n=6 por grupo).

A MEC é definida como uma rede complexa de componentes proteicos,
proteoglicanas e glicoproteinas adesivas secretadas que mantém as células unidas e,
assim, forma uma estrutura tridimensional para tecidos e o6rgdos, provendo suporte
mecanico para as células e integridade estrutural aos tecidos (Cox & O’Byrne, 2001;
Pupa et al, 2002; Itoh & Nagase, 2002). Além de seu papel estrutural, a matriz é
responsavel por sinais regulatérios que desempenham papel importante na adeséo
celular, diferenciacéo, proliferacdo e apoptose. Quando esse microambiente € alterado,
por exemplo, devido a acdo das metaloproteinases a interacdo célula-célula e célula-
matriz € também modificada, com vias de sinalizacdo também atividades que culminam
em diferenciacdo, sobrevivéncia, proliferacdo e motilidade das células (Sternlicht &
Werb, 2001; Bissel et al, 2002; Egeblad & Werb, 2002; Hojilla et al, 2003; DeClerck, et

al, 2004; Kessenbrock et al, 2010). As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma

familia de proteinases zinco-dependentes que se subdividem em colagenases,
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gelatinses, elastases e estromelisinas conforme a especificidade do substrato (Bernaud
et al, 1988; Sternlicht & Werb, 2001; Egeblad & Werb, 2002; Brummer et al, 2002).
Sabe-se que a glicagdo da MEC leva a um aumento na liberagdo de MMPs
(Pageon et al, 2008; Nenna et al, 2015). Investigamos, portanto, a liberacdo das MMPs 2
e 9 por ensaio de um ensaio preliminar de zimografia, seguido pela analise colorimétrica
das MMPs 1, 2 e 9 por meio de kit Biotrack. No ensaio de zimografia observamos uma
tendéncia de declinio da expressdao de Pro-MMP 9 e MMP 2, contrario as nossas
expectativas (dados nao mostrados). Partimos entdo para uma metodologia mais
fidedigna, a andlise colorimétrica por meio de kit de ELISA comercial, Biotrack, para
andlises das MMPs 1, 2 e 9. Para tanto coletamos o sobrenadante das culturas das
PHRs em diversos momentos ao longo do periodo de estratificacdo — 12 dias (4°, 8° ou
11° dias). Ao realizar o ensaio notamos uma inconsisténcia nos perfis de liberagéo de
MMPs, pois, a cada momento de coleta do sobrenadante o perfil apresentava-se oposto
ao perfil anterior. Nossa expectativa era de que a magnitude de resposta variasse
conforme o grau de diferenciacéo tecidual, porém que o perfil geral das MMPs entre 0s
diferentes grupos experimentais se mantivesse 0 mesmo. Sendo assim,

desconsideramos esse estudo.

4.8 Padréo de diferenciacédo dérmica e estratificacéo epitelial da pele reconstruida
glicada

A fim de estudar o padrdo de diferenciacdo e estratificacdo epitelial das peles
glicadas ou glicadas e tratadas com aminoguanidina em relacdo as peles controles
realizamos reacdes de imunohitoquimica para os marcadores de diferenciacdo epitelial
citoqueratina 10 e citoqueratina 14, e para confirmar diferencas na proliferacéo celular foi

realizada a imunomarcacéao para Brdu.
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A Citoqueratina 10 é expressa por queratindcitos em elevado grau de
diferenciagdo principalmente, portanto, nas camadas superiores da epiderme. Ja a
citoqueratina 14 € expressa principalmente pelos queratinécitos indiferenciados e
proliferativos, abundantes na camada basal do epitélio. O BrdU (Bromodeoxiuridina) é
um nucleosideo sintético analogo a timina, o anticorpo anti-BrdU é utilizado para avaliar
a proliferacdo celular em tecidos vivos. Essa reacdo de imunomarcagao pode ser feita
pela incubacdo dos tecidos com a molécula sintética, BrdU, que é internalizada pelo
DNA recentemente sintetizado, indicando a proliferacdo da célula em estudo, e posterior
deteccédo pelo anticorpo e revelador da reacdo. Outra forma de detec¢céo é a reacdo de
imunohistoquimica diretamente nos tecidos sem nenhum tratamento prévio, ja que,
devido a semelhanca entre a molécula sintética e a forma natural no nucleosideo ocorre
ligacdo do anticorpo. Realizamos a técnica seguindo os dois protocolos, sem encontrar

diferencgas significativas entre eles.

CK-10

Figura 27: Fotomicrografia de marcadores de diferenciacéo epitelial. Pele reconstruida controle, glicada
(glioxilato de sédio) e glicada tratada com aminogunidina 30mM. 12 coluna: coradas com Hematoxilina &
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Eosina; 22 coluna: imunomarcadas para deteccdo de Citoqueratina-10; 32 coluna: Citoqueratina-14 e 42
coluna: BrdU. Aumento de 40x. Experimento realizado em triplicata biolégica (n=3 por grupo). As linhas
tracejadas se referem ao limite da membrana basal e as linhas pontilhadas se referem ao limite entre o
estrato basal e os estratos superiores da epderme.

Conforme observado na Figura 27, observamos que as peles glicadas ou
tratadas com aminoguanidina demonstraram o mesmo padrdo de diferenciacdo da
epiderme no que se refere as camadas mais estratificadas (marcadas pela citoqueratina-
10) quando comparadas as peles controle. Quanto ao estrato mais basal e proliferativo
da epiderme, marcado pela citoqueratina-14, observamos uma maior expressao na pele
glicada quando comparada as peles controle ou tratada com aminoguanidina.

Observamos também na Figura 27, 42 coluna, que houve uma maior expressao
de BrdU no epitélio das peles glicadas. Isso indica que 0s queratindcitos se mantem
mais proliferativos devido a glicacdo, o que corrobora com os resultados aumentados de
expressao de citoqueratina 14 neste grupo experimental (Figura 27, 32 coluna).

Os dados de expressdo de CK-10 e CK-14 foram confirmados por analise por
PCR real-time, conforme sera descrito mais adiante.

Para a pesquisa dos produtos de glicagdo gerados fizemos a reacéo
imunohistoquimica dos cortes de peles artificiais com o0s anticorpos reativos a
Carboximetil-lisina (CML) que representa produto de glicagdo mais abundante e melhor

descrito dentre os AGEs.



82

Controle

Glicada

Aminoguanidina

Figura 28. Fotomicrografia para marcacao de CML. Pele reconstruida controle, glicada (glioxilato de sédio)
ou tratada com aminogunidina 30mM, coradas com Hematoxilina-Eosina (12 coluna) ou imunomarcadas
para detecgdo de Carboximetil-lisina (22 coluna). Aumento de 40x. Experimento realizado em triplicata
bioldgica (n=3 por grupo). As linhas tracejadas se referem ao limite da membrana basal.

Observamos na Figura 28, segunda coluna, a imunomarcagao evidente indicativa
da presenca de CML na pele glicada quando comparada a pele controle e a pele tratada
com Ag 30mM, o que esta de acordo com nossas expectativas e demonstra que a
formacdo deste produto de glicacdo no colageno soluvel perdura apos a confeccdo da
PHR e que o tratamento com a AG 30mM é capaz de previnir a formacao deste produto

de glicacao.
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A fim de investigar as alteracbes causadas nos fibroblastos pela glicagéo
realizamos a imunomarcagdo de células mesenquimais, especificos para o filamento
intermediério vimentina e para a-actina de musculo liso (alfa-SMA, do inglés: alpha
smooth muscle actin). Sabe-se que fibroblastos, células predominantes na derme,
podem se transformar em miofibroblastos sob determinadas condicbes de estresse.
Miofibroblastos sdo células encontradas subepitelialmente, que se encontram em
estagio de diferenciacdo intermediario entre fibroblasto e célula muscular lisa. O papel
desempenhado pelos miofibroblastos na cicatrizacdo de feridas e remodelagéo
patologica de alguns 6rgdos, bem como 0os mecanismos gerais de sintese de MEC e
geracdo de forcas de tensdo tém sido descritos na literatura (Hinz et al, 2007). Essas
células estdo envolvidas na fibrose de muitos 6rgdos como figado, pulmdes e rins,
atuando no enrijecimento tecidual por deposicdo de fibras de colageno e na contracao
da cicatriz por contracdo intracelular concomitante ao tracionamento das fibras de
colageno. Apés a cicatrizacdo estar completa, os miofribroblastos geralmente entram em
apoptose. Acredita-se que varias doencas fibroticas decorram da persisténcia dos
miofibroblastos devido a falha dessas células de entrarem em apoptose. O mesmo
ocorre na formacao de queldides decorrentes da cicatrizacédo de feridas. Miofibroblastos
podem ter multiplas origens, no entanto, o seu desenvolvimento segue uma sequencia
bem estabelecida de eventos. Em condi¢bes normais, os fibroblastos exibem pouca ou
nenhuma actina associada aos contatos célula-matriz ou célula-célula e pouca producao
de MEC. Ap6s uma leséo no tecido, eles séo ativados e migram para o local do dano
através da quimiotaxia exercida pelas citocinas liberadas pelas células inflamatorias ou
residentes, sintetizando componentes da matriz (Hinz et al, 2007).

Os fibroblastos sdo geralmente protegidos do estresse pela MEC em condicbes

normais. Quando esta estrutura de protecdo é perdida ou alterada devido a injuria ou
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alteragbes conformacionais como, por exemplo, o crosslink das fibras gerado pela
glicagcdo a biotransformacédo pode ser ativada (Tomasek et al, 2002). Sabe-se que o
fibroblasto pode ser identificado por meio do marcador para vimentina ou, no caso de
miofibroblastos, com o marcador alfa-SMA. Desta forma investigamos a
biotransformacéo dos fibroblastos em miofibroblastos.

A Vimentina é uma proteina expressa em células de origem mesenquimal e
geralmente ndo é expressa por queratindcitos em condi¢cdes normais (Biddle & Spandau,
1996). Entretanto sabe-se que células obtidas de alguns tipos de tumores cutaneos
podem demonstrar expresséo tanto de citoqueratinas quanto de vimentina (Azumi &
Battifora, 1987; McNitt et al, 1985). Sabe-se também que alguns tipos de células
epiteliais cultivadas in vitro também podem co-expressar citoqueratinas e vimentina
(Hake & Lane, 1989; Pieper et al, 1992; Richard et al, 1990), entretanto a importancia
desta co-expressao ainda é pouco elucidada.

A alfa actina de musculo liso € uma proteina expressa em grandes quantidades
pelos miofibroblastos, estas células tém atividade contractil e desempenham importante
papel na cicatrizacdo de feridas. Durante a recupera¢cdo apds injuria alguns fibroblastos
podem adquirir caracteristicas morfolégicas e bioquimicas de células musculares lisas,
os miofibroblastos. Estes participam da sintese da MEC e manutencdo da forga
mecanica de tracdo, 0 que resulta na organizacdo da matriz e contracdo de feridas

(Amadeu et al, 2003; Tomasek et al, 2002).
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Aminoguanidina

Figura 29. Fotomicrografia para marcadores Vimentina e alfa-SMA. Pele reconstruida controle, glicada
(glioxilato de sédio) ou tratada com aminogunidina 30mM, coradas com Hematoxilina & Eosina (12 coluna)
ou imunomarcadas para deteccdo de Vimentina (22 coluna) ou Alfa-SMA (32 coluna). Aumento de 20x.
Experimento realizad em triplicata biolégica (n=3 por grupo).

De acordo com estudos de Biddle e Spandau (1996), quando os queratindcitos
em cultura tendem a se diferenciar, fato comprovado através da maior expressédo de
involucrina e de algumas citoqueratinas, a expressdo de vimentina é perdida. Os
resultados do estudo em questdo sugerem que a expressdo da vimentina pelos
gueratinécitos possa ser importante para a motilidade e juncdes célula-célula na MEC
durante processos de cicatrizacdo. No entanto, 0 grupo n&do conseguiu encontrar
correlacdo entre a expressdo da vimentina com a proliferacédo celular, ja que, mesmo
suprimindo a proliferacéo dos queratinécitos pela adicdo de TGFB no meio, a expressao
de vimentina permanece inalterada.

Conforme observamos na Figura 29, coluna central, a expressao de vimentina foi

aumentada tanto nos fibroblastos na derme, conforme o esperado, quanto nos
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queratinécitos na epiderme, na pele glicada. I1sso nos indica que a glicacao alterou de
alguma forma o padréo de expressao proteica destas células. O que corrobora com 0s
dados demonstrados na Figura 27, onde percebemos claramente que nas peles
glicadas os queratinécitos se mantém expressando a citoqueratina 14, indicativo de
epitélio menos diferenciado, mesmo nos estratos superiores.

A partir dos resultados encontrados com a expressdo de vimentina pelos
fibroblastos, partimos para investigacdo quanto a possivel transformacéo destas células
para miofibroblastos como forma de manter a tracdo da derme alterada pelo “crosslink”
das fibras colagénicas devido a glicacdo. Para tanto utilizamos o anticorpo anti-alfa-
SMA. Ao contrario do que esperavamos ndo houve maior expressdo desta proteina nos
fibroblastos das dermes glicadas, conforme Figura 29 - 32 coluna, 0 que nos sugere que
a intensa alteracdo morfolégica dos fibroblastos ndo se deva a biotransformacao para
miofriblobastos, sendo necesséria investigacdo mais profunda sobre as causas das
alteracbes fenotipicas observadas. Uma descricdo detalhada das alteragcbes
morfolégicas dos fibroblastos frente a glicacdo foi realizada pela Doutora Maira
Estanislau Soares de Almeida em sua tese de obtencdo do titulo de doutor,
recentemente defendida (Almeida, 2015).

Avaliamos também se a glicacdo seria capaz de alterar o padrdo de adesédo
célula-célula no epitélio, para tanto fizemos a imunomarcagcdo para E-caderina e
Desmogleina. As caderinas sao moléculas de adesdo dependentes do calcio que
permitem a ligacdo entre células vizinhas, sendo a E-Caderina a mais abundante em
epitélios. As desmogleinas sdo proteinas relacionadas a adesdo célula-célula
constituintes dos filamentos gerados pelas desmoplaquinas, essas por sua vez Sao

proteinas que constituem os desmossomos, ou juncdes celulares.
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E-Cadherina Desmogleina-1

Figura 30. Fotomicrografia para marcadores E-Caderina e Desmogleina. Pele reconstruida controle,
glicada (glioxilato de sodio) ou tratada com aminogunidina 30 mM, coradas com Hematoxilina & Eosina (12
coluna), imunomarcadas para deteccdo de E-caderina (22 coluna) ou desmogleina (3 2 coluna). Aumento
de 20x. Experimento realizado em triplicata biol6gica (n=3 por grupo)

Como se pode observar na Figura 30, ocorreu uma aparentemente elevacao na
expressdo de E-caderina na pele glicada em relagdo a pele controle, o tratamento da
pele com AG aparentemente ndo foi capaz de manter a expressdo da E-Caderina
proximo a controle, se assemelhando mais a grupo glicado. O mesmo ndo pode ser
observado para a desmogleina-1, cuja expressao aparentemente ndo foi alterada pela
glicacdo. A analise de expressao de E-caderina e desmogleina-1 foi confirmada por
nsaio de PCR real time, como sera demonstrado mais adiante.

Realizamos também o ensaio para deteccdo de DNA fragmentado nas peles
geradas, indicativo de dano tecidual. Os resultados estdo apresentados na Figura 31,

abaixo.
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Controle

Glicada

Aminoguanidina

Figura 31. Fotomicrografia para marcador de DNA fragmentado, TUNEL. Pele reconstruida controle,
glicada (glioxilato de sodio) ou tratada com aminogunidina 30 mM, coradas com Hematoxilina & Eosina (12
coluna) ou imunomarcadas para deteccdo de DNA fragmentado (22 coluna). Aumento de 20x. Experimento
realizado em triplicata bioldgica (n=3 por grupo). A linha tracejada representa a divisao entre derme e
epiderme.

Observamos na Figura 31 que houve maior quantidade de DNA fragmentado nas
peles glicadas e glicadas tratadas com AG comparadas as peles controle. Uma pele
controle incubada com DNase | foi utilizada como controle positivo a fim de garantir a
eficacia da reacdo (dados ndo mostrados). Observamos que a presenca do DNA
fragmentado se deu principalmente nas camadas mais diferenciadas da epiderme,
indicando apoptose dos queratindcitos neste extrato celular. Nao foram observadas, no
entanto, sinais de apoptose entre os fibroblastos, o que contraria nossas expectativas, ja
gue a glicacdo causa diminuicdo de proliferacdo e apoptose nestas células (Pageon et

al, 2014).
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4.9 Andlise da geracdo de AGEs nas peles reconstruidas

A fim de confirmar a expressdo das AGEs nas peles reconstruidas glicadas, ja
indicadas pela analise de imunohistoquimica para a detec¢cdo do AGE CML, realizamos
0 imunoensaio colorimétrico de deteccdo dos AGEs totais no lisado tecidual conforme

demonstrado na Figura 32 abaixo.
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Figura 32. AGEs totais em lisado de pele (via ELISA). Experimento realizado em triplicata experimental
(n=6 por grupo).

Como podemos observar na Figura 32 acima, houve uma tendéncia de elevacao
da expressdo de AGEs totais nas peles glicadas em comparacdo as peles controle via
imunoensaio colorimétrico (ELISA). No entanto, devido ao grande desvio padrdo entre
as repeticdes do ensaio, essa elevacao nao foi estatisticamente significativa. O que nos
levou a crer que o produto de glicacdo mais representativo na pele reconstruida glicada,
seja a CML, conforme dados obtidos por imunohistoquimica (Figura 28).

Partimos entdo para a analise de expressdo da CML via western blotting na
derme ou epiderme das peles (separadas mecanicamente com auxilio de pincas). Essa
separacdo derme e epiderme se fez necesséaria devido ao interesse de investigacdo

guanto ao compartimento da pele mais afetado pelos efeitos da glicacdo, ja que
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observamos um efeito interessante de marcagéo de CML nas epidermes, investigado via
técnica de imunomarcacéo (Figura 28).

Os resultados apresentam-se na Figura 33, abaixo, em conjunto com a imagem

de imunomarcagé&o para o0 mesmo anticorpo (anti-CML) a fins de comparacéao.

- .

;*t:“... S A

-

g control E Glycated™~ Aminoguanidine
1.0 16.0

-

=

]

£ .

3

&

S 4

Figura 33. Expressdo de CML na epiderme das peles reconstruidas. A, B e C: morfologia da PHR,
coloracdo por Hematoxilina & Eosina. D, E e F: Imunomarccdo para CML. G: Western blotting para CML.
Experimento realizado em triplicata experimental (n=3 por grupo), quantificacdo das bandas realizada pelo
software Image J.

Como observado na Figura 33, acima, houve uma elevacédo da marcacao de CML
nas dermes glicadas em comparacdo com as dermes controle. O tratamento com AG
demonstrou significativa reducao nos niveis de marcacdo da CML. Esses dados estao
de acordo com nossas expectativas ja que a reacdo de glicacédo foi realizada sobre o

colageno, constituinte do compartimento dérmico.
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Porém, de forma surpreendente em comparagdo aos achados da
imunohistoquimica, ndo encontramos valores significativos da expressdo de CML na
epiderme (dados ndo mostrados), para a qual ndo houve formacéo de bandas no filme
de raio X, o que pode ser explicado pea dosagem proteica total da epiderme ser muito
superior a da derme, o que reduziu a quantidade da fragdo de proteina de interesse,
CML, carregada no gel de eletroforese, mesmo nas condicbes maximas de

carregamento protéico/volume de amostra por poc¢o do gel.

4.10 Andlise da expresséo génica via PCR para: Citoqueratinas 10 e 14, Desmogleina
e E-Caderina.

Apos as analises das imagens de imunhistoquimica para as proteinas epiteliais de
interesse: CK10, CK14, E-caderina e desmogleina-1, partimos entdo para a analise
guantitativa da expressdo génica dessas proteinas por PCR. Os painéis foram montados
em conjunto com as analises de imunohistoquimica ja apresentadas para uma melhor

visualizacao.
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Figura 34. Expressado génica dos marcadores de diferenciacéo epitelial CK-10 e CK-14. Eperimento
realizado em triplicata experimental (n=3 por grupo). (*p<0,05). As linhas tracejadas se referem ao limite

da membrana basal.

Sabe-se que a expressdo de CK10 ocorre majoritariamente no citoplasma de
gueratinécitos bem diferenciados, nos extratos intermediarios e superiores da epiderme,
demonstrando maturacao tecidual (Brohem et al, 2011). Observamos na Figura 34 um
aumento significante (p<0,05) na expressdo da citoqueratina 10 nas peles glicadas.
Também observamos uma tendéncia de elevacdo na expressdo da citoqueratina 14,
indicativa dos extratos mais basais e proliferativos do epitélio, devido a glicacao.

Em condicbes normais a CK14 é expressa em maior quantidade pelas células
proliferativas, somente proximas a camada basal (Brohem et al, 2011). Entretanto, no
epitélio glicado as células mantém esse perfil proliferativo mesmo nas camadas mais

superiores como indicado nas figuras de imonhistoquimica, tamém observado na analise

por PCR.
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A fim de verificar o padrdo de adesdo célula-célula na glicacdo realizamos
andlises de imunohistoquimica para detec¢cdo de E-Caderina e desmogleina dos cortes
de peles reconstruidas, conforme ja demonstrado e confirmamos esses dados por

analise de PCR.
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Figura 35: Expressao génica doa marcadores de adeséo celular E-caderina e desmogleina-1. Experimento
realizado em triplicata esperimental (n=3 por grupo). (*p<0,05) (***p<0,001).

Caderinas sao moléculas de adesdo célcio-dependentes que sdo responsaveis
pelas interacBes entre as células. A E-Caderina € a caderina mais abundante no epitélio.
Podemos observar na Figura 35, acima, que a glicacdo causou uma elevacao
significante na expressdo dessa proteina. Desmogleinas sao proteinas relacionadas a
adesao célula-célula, e constituintes dos filamentos gerados pelas desmoplaquinas, que
sao proteinas formadoras dos desmossomos, ou juncdes celulares, observamos que a

glicacdo elevou a expresséo da desmogleina.



94

4.11 Andlise da expressao proteica de p21 via western blot.

Conforme resultados obtidos pela analise da de imunohistoquimica, indicando
aumento do perfil proliferativo dos queratindcitos, por meio da elevada expressao de
CK14 e BrdU nas peles glicadas, partimos para a investigacéo do padrao de proliferacéo

celular por meio da andlise de expresséo da proteina p21.

Epiderme

Controle Glicado AG

(1.0) (0.67) (1.08)

Vinculina

Figura 36. Expressédo da proteina p21 via Western blotting.

A proteina p21 é uma proteina reguladora do ciclo celular, que se liga as ciclinas
D e E, inibindo a cinases dependentes destas ciclinas, necessarias para a progressao do
ciclo celular, sendo considerada uma proteina supressora do ciclo. Podemos observar
na Figura 36, acima, que houve supressado da expressao desta proteina nas epidermes
das peles glicadas, indicando que nessas peles o0s queratindcitos mantém-se
proliferativos, fugindo do controle de ciclo celular que seria exercido pela p2l. O
tratamento com a aminoguanidina inibiu este efeito. A mesma analise foi realizada nas
proteinas extraidas das dermes das peles, porém a proteina p21 ndo pbde ser
identificada, possivelmente devido a grande interferéncia das proteinas do colageno na

dosagem de proteinas totais no lisado.

Um resumo dos resultados apresentados esta representado na Tabela 6, abaixo.



Tabela 6: Resumo dos resultados alcancados.
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Controle

Glicada

Aminoguanidina

Morfologia (H&E)

Peles altamente diferenciadas,
células saudaveis

Menor diferenciacéo epitelial,
células vacuolizadas

Diferenciacéo epitelial
semelhante as peles
controle

Trama colagénica
(SHG)

Trama distribuida de forma
homogénea

“Crosslink” das fibras, perda do
padréo regular e maior
compactagdo do colageno

Perda do padréo regular,
porém com menor
compresséo das fibras

Diferenciacdo
Epitelial (IHQ - CK
10 e CK14)

Células proliferativas proximas
a camada basal e células
maturas nos extratos superiores

Expresséo intensa de CK14
(células proliferativas) em toda
a extensao epitelial

Expressdo moderada de
CK14 em todo o epitélio

Adesao célula-
célula no epitélio

Expressédo de E-Caderina e
Desmogleina regular

Expressao de E-Caderina e
Desmogleina levemente

Expressao de E-Caderina
e Desmogleina regular a

(IHQ) aumentada amentada
. = Marcacéo para proliferacéo Marcacdao intensa para BrdU, Marcacdo moderada,
Proliferacao . : o :
celular (BrdU) de forma inclusive nos extratos préxima aos extratos mais
celular (IF) basais

especifica entre as células

superiores

Produtos de
Glicagdo — CML
(IHQ)

Ausente

Marcacao para CML intensa na
derme e epiderme

Marcagéo para CML
moderada na epiderme

Produtos de
Glicagcéo — CML
(Western blot)

Ausente

Expressao significativamente
superior na derme

Expressao intermediaria
entre controle e glicada

Citoesqueleto —
Vimentina

(IHQ)

Expressao discreta na epiderme

Expresséo evidenciada nos
fibroblastos na derme e em
toda a epiderme

Expresséo discreta na
camada basal da
epiderme

Fragmentacéo de
DNA — Apoptose
(IF)

Auséncia de marcacéo de DNA
fragmentado

Marcacéo evidenciada nos
extratos superiores da
epiderme

Marcacéo intensa nos
extratos superiores da
epiderme

Fonte: do autor

5. CONCLUSAO

A reconstrucdo da pele humana no Laboratorio de Citopatologia, FCF-USP, vem
sendo aprimorada nos ultimos 10 anos, e 0 modelo foi utilizado para estudos em
diversos campos da ciéncia, entre eles o estudo do melanoma metastatico humano, a
avaliacdo de eficicia de farmacos, reconstrucdo de modelos de pele imunocompetente
para ensaios de irritacdo e sensibilizacdo, avaliacdo de seguranca de compostos
farmacologicos e cosméticos, interacdo com patégenos, modelos de enxertia
(reconstrucdo timpanica), avaliacdo de potencial de moléculas despigmentantes, entre
outros. Durante os experimentos descritos nesta tese de doutorado padronizamos uma
nova aplicabilidade ao nosso modelo, por meio da reconstrugdo de uma pele
envelhecida (ou diabética) modificada pela glicacéo.

O modelo de PHR envelhecida (ou diabética) foi implementado de forma bem
sucedida e demonstrou responder adequadamente ao tratamento com a molécula

conhecidamente antiglicante aminoguanidina. Entre os achados descritos, destacamos a
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grande geracao do produto de glicacdo carboximetilisina na epiderme, fato inédito na
literatura para modelos in vitro, conforme indicado em nossa publicacdo (anexa a esta
tese).

Contribuimos, portanto, para o desenvolvimento de uma metodologia alternativa
ao uso animal, passivel de ser reproduzida e utilizada pelos centros de pesquisa
académica e industriais para avaliacdo da eficacia e seguranca de agentes cosméticos,
além de outras aplicacdes como, por exemplo, estudos da biologia celular e tecidual no
envelhecimento causado pela glicacdo das proteinas, efeitos de medicamentos nesta
pele alterada pelos AGEs, modelos de pigmentacéo diferencial da pele idosa, avaliagéo
de invasdo do melanoma através da MEC glicada, cujso ensaios piloto ja foram

realizados em nosso laboratorio.

* Estratificagdo adequada,
—~ * Trama de colageno organizada,
* Proliferagdo celular regular.
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Figura 37. Resumo das caracteristicas da PHRs. Fonte: do autor.
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6. PRODUCAO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA
No periodo referente ao doutorado os resultados foram apresentados na forma de
poster em congressos e também foram ministradas aulas e palestras, atividades listadas

abaixo, cujos certificados e/ou comprovantes apresentados nos docmentos anexos.

6.1 Participacdo em Congressos

a) Collagen glycation to generate skin reconstructed mimicking aged and diabetic skin
in vitro. Paula Comune Pennacchi, Maira Estanislau Soares de Almeida, Maria
Clara Crepaldi, Marinilce Fagundes dos Santos, Silvya Stuchi Maria-Engler. 10th

International Congress on Cell Biology and the XVI Meeting of the Brazilian Society

for Cell Biology, Rio de Janeiro, Brasil, 2012.

b) Desenvolvimento de Pele Humana Atrtificial para a Prospecc¢édo de Novos Farmacos
e Cosméticos. Paula Comune Pennacchi, Silvia Stuchi Maria-Engler, Silvia
Berlanda de Moraes Barros. | Feira de Inovacdo e Empreendedorismo da USP,
Sao Paulo, Brasil, 2012.

c) Collagen glycation to generate skin reconstructed mimicking aged and diabetic skin

in vitro. Paula Comune Pennacchi, Maira Estanislau Soares de Almeida, Maria
Clara Crepaldi, Marinilce Fagundes dos Santos, Silvya Stuchi Maria-Engler. XXVI

Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia da USP, Sao Paulo, Brasil, 2012.

d) Avaliacdo da Citotoxicidade de Compostos Anti-Glicagdo em Células de Pele
Humana. Maria Clara de Araujo Crepaldi, Paula Comune Pennacchi, Sylvia Stuchi
Maria-Engler. XX Simpésio Internacional de Iniciacdo Cientifica da USP SIICUSP,
Ribeirdo Preto, Brasil, 2013.

e) Aged Skin Model with Glycated Dermis as Platform to Evaluate Anti-Glycation

Compounds. Paula Comune Pennacchi, Maria Clara Crepaldi, Octavio Luis
Gomes, Maira Estanislau Soares de Almeida, Marinilce Fagundes dos Santos,

Silvya Stuchi Maria-Engler. Gordon Research Conferences: Epithelial Differentiation

& Keratinization, Barga (Lucca), Italia, 2013.

f)  Aged Skin Model with Glycated Dermis as Platform to Evaluate Anti-Glycation
Compounds. Paula Comune Pennacchi, Maria Clara Crepaldi, Octavio Luis

Gomes, Maira Estanislau Soares de Almeida, Marinilce Fagundes dos Santos,
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h)

6.2
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Silvya Stuchi Maria-Engler. 482 Semana Universitaria Paulista de Farmécia e

Bioguimica, Séo Paulo, Brasil, 2013.

Artificial Skin in Perspective of Alternative Methods to Animal Experimentation in
Brazil. Silvya Stuchi Maria-Engler, Ana Paula Immich, Andrea Costa Fruet, Bianca
Ferrucio, Carolina Motter Catarino, Debora Kristina Alves, Fernanda Flores, Kely
Turra, Maria Clara Crepaldi, Luiz Henrique Catalani, Manoela Tiago dos Santos,
Natalia Tamachiro, Octavio Luis Alves Gomes, Patricia Casari, Paula Comune
Pennacchi, Renato Ramos Massaro, Tatiana Pedrosa, Silvia Romano, Silvana
Sandri, Thalita Boldrin Zanoni, Silvia B.M. Barros. Future Tox II: In vitro data and in
silico models for predective toxicology. January 16-17, 2014, Fryday Center at the
University of North Carolina, Chapel Hill, North Carolina, 2014.

Generation of in vitro aged skin. Paula Comune Pennacchi, Maira Estanislau
Soares de Almeida, Octavio Luis Alves Gomes, Fernanda Faido Flores, Maria Clara
de Araudjo Crepaldi, Marinilce Fagundes dos Santos, Silvia Berlanga de Moraes

Barros, Silvya Stuchi Maria-Engler. XX Semana Farmacéutica de Ciéncia e

Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, 2015.

Generation of in vitro aged skin. Paula Comune Pennacchi, Maira Estanislau
Soares de Almeida, Octavio Luis Alves Gomes, Fernanda Faido Flores, Maria Clara
de Araudjo Crepaldi, Marinilce Fagundes dos Santos, Silvia Berlanga de Moraes
Barros, Silvya Stuchi Maria-Engler. The 2015 ASCB Annual Meeting, San Diego,
CA, USA, 12-16 de dezembro de 2015.

Atividades Didaticas

6.2.1 Visita Técnica

a)

b)

Visita técnica ao Laboratério de Derme e Envelhecimento do Centro Charles Zviak
de Pesquisa e Inovacdo da L’Oréal, em Clichy, Franca, sob coordenacdo do
Professor Doutor Daniel Asselineau e Doutor Hervé Pageon, em maio de 2013.

Visita técnica ao Instituto Espafiol del Calzado y Conexas INESCOP, e ao
laboratério de cultura de células da pele bovina para estudos da reconstrucdo in

vitro de couro bovino, em Elda, Espanha, em marco de 2015.
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6.2.2 Aulas Ministradas

a)

b)

d)

6.3

b)

d)

Aula ministrada no 1X SEBIO - Semana Académica da Biologia da FEPI, na cidade
de Itajuba-MG, com o tema: “Desenvolvimento de Pele Reconstruida para a
Prospecc¢ao de Novos Farmacos” 2012.

Aula ministrada na disciplina da Pdés Graduacdo em Ciéncias, no Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu-SP,
com o tema: “A Cultura Celular e a reconstrucdo de Pele Humana para a
Prospecc¢ao de Novos Farmacos” 2013.

Aula ministrada no Curso de Extensdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP, voltado ao publico da Terceira Idade, com o tema “Bioengenharia” 2013.
Palestra ministrada no Instituto Espafiol del Calzado y Conexas INESCOP, com o
tema “Reconstructed Human Skin in perspective of alternative methods to animal
experimentation, Reasons to invest in alternative methods” em Elda, Espanha,
2015.

Aula ministrada na Semana de Ciéncias da Vida, no Instituto de Biologia e
Agornomia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de llha Solteira-
SP, com o tema: “A Cultura Celular e a reconstrugdo de Pele Humana para a

Prospecgao de Novos Farmacos” 2015.

Colaboracfes em Projetos de Pesquisa
Pesquisadora integrante do Projeto RENAMA-CNPq-MCTI (403252/2012-0), sobre
Peles Reconstruidas como Métodos Alternativos a Experimentacdo Animal (2012 -
2015), sob coordenacéo da Professora Doutora Silvya Stuchi Maria-Engler.
Tese de Doutorado da aluna Gabrielli Brianezi, sob orientacdo do Professor Doutor
Hélio Amante Miot, pela Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade do
Estado de Sao Paulo UNESP (Processo FAPESP 12/05004-1).
Tese de Doutorado do aluno Juan José Augusto Moyano Mufioz, sob orientacéo da
Professora Doutora Silvia Regina Rogatto, do Laboratério NeoGene - Centro
Internacional de Pesquisa e Ensino do Hospital do Cancer A. C. Camargo (CAPES)
pela Universidade Estadual Paulista UNESP, campus Botucatu-SP.
Dissertacao de Mestrado do aluno Dimitrius Tansini Pramio, e tese de Doutorado
da aluna Erica Sara Souza de Araujo, sob orientacdo da Professora Doutora Ana

Cristina Victorino Krepischi, pela Fundacdo Antonio Prudente, FAP, Brasil, no
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Hospital do Cancer A. C. Camargo (Processos FAPESP 13/10785-5 e 12/13963-9),
pela Universidade Estadual Paulista UNESP, campus Botucatu-SP.

Projeto de Po4s-doutorado da aluna Ana Paula Serafini Immich, orientada pelo
Professor Doutor Luiz Henrigue Catalani, diretor do Instituto de Quimica da USP,
no Laboratorio de Biomateriais Poliméricos, 1Q-USP (Processo FAPESP 11/18017-
1).

Dissertacao de mestrado da aluna Glenda de Figueiredo Sanches, sob orientacéo
da Professora Doutora Leila Maria Lopes Bezerra da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (CAPES).

Membro integrante do Projeto de Auxilio FAPESP 11/14327-4 sobre o
Desenvolvimento de pele atrtificial contendo equivalente dérmico glicado na
avaliacdo da eficacia e toxicidade de compostos anti-glicagédo (2011 — 2013).
Membro integrante do Projeto de Auxilio FAPESP 11/07441-7 sobre o
Desenvolvimento de plataforma de pele artificial para avaliacdo de seguranca
(2011 - 2014).

Colaborou no Projeto de Auxilio FAPESP 10/15919-1, sobre Migragdo e invasao
tumoral mediadas pelo gene RECK em modelo de melanoma (2011 — 2014).

Colaboracédo em Projetos de Iniciacao Cientifica

Maria Clara de Araujo Crepaldi. Avaliacdo da Citotoxicidade de Compostos anti-

Glicacdo em Células de Pele Humana. Graduanda em Farmacia e Bioquimica na

Universidade de Sao Paulo, bolsista do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico, 2012.

Maria Clara de Araudjo Crepaldi. Avaliacdo de Toxicidade de Compostos anti-

Glicantes em Pele Artificial Glicada. Graduanda em Farmécia e Bioquimica na

Universidade de Sao Paulo, bolsista da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Séo Paulo, 2013.

Octavio Luis Alves Gomes. Desenvolvimento de Pele Artificial Glicada e Avaliacao

da Eficacia e Toxicidade de Compostos Anti-Glicacdo. Graduando em Farméacia e

Bioquimica na Universidade de S&o Paulo, bolsista da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo, 2013.

Nayane de Souza. Estudo da inibicdo do potencial invasivo de linhagens de

melanoma resistentes ao Vemurafenibe gquando tratadas com o analogo da
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curcumina DM-1. Graduanda em Quimica na Universidade Federal do ABC. Projeto

enviado para analise de solicitacdo de bolsa PIBIC 2014.

Gustavo Takashi lkeda. Analise do perfil de morte celular do composto analogo da

curcumina DM-1 em melanoma resistente ao vemurafenibel. Graduando em

Farmacia pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, projeto enviado a
FAPESP para solicitacdo de bolsa de iniciacédo cientifica (FAPESP 2014/09788-2)
2014.

Garcia Ferreira de Souza. Estudo do efeito antiproliferativo do butadieno push-pull

clorado (C21) em cultura de células de melanoma humano. Graduando em

Farmacia pela UNIBAN, estagiario no laboratério de Citopatologia, FCF-USP,

trabalho de conclusao de curso, 2014.

Treinamento de Estudantes
Treinamento em técnicas de cultivo celular e geracédo de peles humanas artificiais
da pos-doutoranda Ana Paula Immich, Instituto de Quimica — USP 2012-2014.
Treinamento em geracdo de peles humanas artificiais da doutoranda Tatiana
Pedrosa, do Departamento de andlises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de
Farmacia da USP 2012-2013.
Treinamento em técnicas de cultivo celular, ensaios de citotoxicidade e confec¢éo
de peles humanas artificiais da aluna de Iniciacdo Cientifica Maria Clara Crepaldi,
graduanda em Ciéncias Farmacéuticas pela Faculdade de Farmécia da USP 2011-
2013.
Treinamento em técnicas de cultivo celular, confeccdo de peles humanas artificiais
e técnicas de Imunomarcacdo e microscopia do aluno de Iniciacdo Cientifica
Octéavio Luis Gomes, graduando em Ciéncias Farmacéuticas pela Faculdade de
Farmacia da USP 2012-2014.
Treinamento na manutencdo de queratindcitos humanos primarios do doutorando
Diogo Biagi do Instituto do Coracdo — InCor, da Faculdade de Medicina FMUSP
2013.
Treinamento do mestrando Bruno Salles, do Departamento de Andlises Clinicas da
Universidade Federal de Alfenas em técnicas de extracdo e purificacdo de

colageno tipo | obtido de tenddes de cauda de rato, 2014.
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Treinamento em técnicas de cultivo celular e ensaios de citotoxicidade da aluna de
Iniciacdo Cientifica Nayane de Souza, mestranda pelo Programa de Analises
Clinicas da FCF-USP, 2014.

Treinamento em técnicas de cultivo celular e ensaios de citotoxicidade do aluno de
Iniciacdo Cientifica Gustavo Takashi lkeda, graduando em Farmacia pela
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP 2014.

Treinamento em técnicas de cultivo celular e ensaios de citotoxicidade da aluna de
Iniciagdo Cientifica Gabriela Cardoso, graduanda em Farmécia pela Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP 2014.

Treinamento em técnicas de cultivo celular e ensaios de citotoxicidade do
estagiario Garcia Ferreira de Souza, graduando em Farmacia pela UNIBAN,

estagiario no laboratério de Citopatologia, FCF-USP, 2014.

Manuscritos publicados ou em vias de publicacéo

Manuscritos publicados:
a) Pennacchi PC, Almeida ME, Gomes OL, Faido-Flores F, Crepaldi MC, Dos

Santos MF, Barros SB, Maria-Engler SS. Glycated Reconstructed Human Skin as
a Platform to Study the Pathogenesis of Skin Aging. Tissue Eng Part A. 2015.

b) Discacciati MG, Gimenes F, Pennacchi PC, Faido-Flores F, Zeferino LC,

Derchain SM, Teixeira JC, Costa MC, Zonta M, Termini L, Boccardo E, Longatto-
Filho A, Consolaro ME, Villa LL, Maria-Engler SS. MMP-9/RECK imbalance: a
mechanism associated with highgrade cervical lesions and genital infection by

Human Papillomavirus (HPV) and Chlamydia trachomatis. Cancer Epidemiol

Biomarkers Prev., 2015.

de Araujo ES, Pramio DT, Kashiwabara AY, Pennacchi PC, Maria-Engler SS,
Achatz MI, Campos AH, Duprat JP, Rosenberg C, Carraro DM, Krepischi AC.
DNA Methylation Levels of Melanoma Risk Genes Are Associated with Clinical

Characteristics of Melanoma Patients. Biomed Res Int., 2015.

d) Tiago M, de Oliveira EM, Brohem CA, Pennacchi PC, Paes RD, Haga RB,

Campa A, de Moraes Barros SB, Smalley KS, Maria-Engler SS. Fibroblasts
protect melanoma cells from the cytotoxic effects of doxorubicin. Tissue Eng Part
A.v. 20, n. 17-18, p. 2412-2421, 2014 [7 citagbes].
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de Souza Ferreira C, Araljo TH, Angelo ML, Pennacchi PC, Okada SS, de Araujo
Paula FB, Migliorini S, Rodrigues MR. Neutrophil dysfunction induced by
hyperglycemia: modulation of myeloperoxidase activity. Cell Biochem Funct. 2012
Oct; 30 (7):604-10. doi: 10.1002/cbf.2840. Epub 2012 May 20 [8 cita¢Oes].

de Souza Ferreira C, Pennacchi PC, Araujo TH, Taniwaki NN, de Araujo Paula

FB, da Silveira Duarte SM, Rodrigues MR. Aminoguanidine treatment increased
NOX2 response in diabetic rats: Improved phagocytosis and killing of Candida
albicans by neutrophils. Eur J Pharmacol. pii: S0014-2999(15)30440-4. doi:
10.1016/j.ejphar.2015.12.044. Dec 24, 2015.

Manuscritos submetidos, em fase de revisao:

6.7

a)

b)

d)

Immich APS, Pennacchi PC, Naves AF, Boemo RL, Maria-Engler SS, Catalani L.
Improved eardrum regeneration after myringoplasty surgery using biograft from
co-culture of fibroblasts and keratinocytes grown on PLLA/PLGA electrosporun
membranes. Resubmitted to: Biomaterials, 19 June, 2015 (under review).

Salles BCC, Taniguthi L, Ferreira JN, Pennacchi PC, Duarte SMS, Rodrigues
MR, Silva MA, Brigagdo MRPL, de Paula FA. Dry extract of Passiflora edulis
reduces platelet aggregation in diabetic rats. Submitted to: Journal of

Ethnopharmacology, 12 Feburary, 2015 (under review).

Pramio DT, Pennacchi PC, Maria-Engler SS, Campos AH, Duprat JP, Carraro
DM, Krepischi ACV. LINE-1 methylation level associated with clinicopathological
characteristics and mutational profile of cutaneous melanomas. Original Research

submmited to: Journal: Frontiers in Genetics, section Epigenomics and

Epigenetics (manuscript ID: 170249). Submitted on: 28 Sep 2015, interactive
review started on: 14 Oct 2015.

Zanoni TB, Pennacchi PC, Pedrosa TN, Maria-Engler SS. “Inducing the immune
system using in vitro skin reconstructs: The next frontier in tissue engineering”. ID
EBM-15-TI-IEM-0693, Journal: Experimental Biology and Medicine, submitted on:
9 Dec, 2015.

Formac&o Complementar

A aluna realizou recentemente (Setembro 2014 — Marco 2015) periodo de

doutorado sanduiche no Laboratério de Derme e Envelhecimento (“Derme et

Vieillissement”) no Research & Innovation Institute, da L’Oréal, em Aulnay-sous-Bois, na
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Franca sob supervisdo do Dr. Hervé Pageon e Dr. Daniell Asselineau, com projeto de
pesquisa intitulado “Effects of specific Advanced Glycation End Products (CML and MG-
H1) in papillary fibroblasts isolated from young x elderly donors” com foco na
investigacdo de produtos de glicacdo (AGES) sintéticos (CML e MG-H1) sobre as células
da derme, fibroblastos papilares humanos, obtidos de pacientes de jovens ou id0sos.
ApOs essa primeira caracterizagao, via ensaios de toxicidade, liberacdo de interleucinas
e metaloproteinases, o projeto avaliou os efeitos da idade do doador das células na
reconstrucao da pele completa, exposta aos produtos de glicacgéo.

Durante o periodo de experimentos foi firmada parceria intelectual entre nosso
laboratorio no Brasil e os pesquisadores da L’Oréal acima citados com intencdo de
publicacdes cientificas em conjunto. O relatério final apresentado ao Instituto de

Pesquisa e Inovagao da L’'Oréal encontra-se anexo a esta tese.
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Anexo lll - Projeto de Pesquisa desenvolvido durante o doutorado sanduiche no
Instituto de Pesquisa e Inovacgao da L’Oréal, em Aulnay Sous-Bois, Franca

Effects of specific AGE products (CML and MG-H1) in papillary fibroblasts isolated

from young versus elderly donors

PENNACCHI, Paula.

SUMMARY

Aged skin is characterized by flattening of the dermal-epidermal junction, atrophy and
loss of elasticity of the dermal connective tissue, as well as reduction and disorganization
of extracellular matrix components, such as collagen and other elastic fibers. Fibroblasts
exert important functions in the regulation of tissue structure and cellular
microenvironment. The observed age-related changes in fibroblasts include altered cell
morphology, altered metabolism, reduced proliferative potential, loss of responsiveness
to growth factors, decline in the production of extracellular matrix proteins such as type |
and lll collagens, and overexpression of proteases involved in the degradation of the
extracellular matrix. Advanced Glycation End Products result from a non-enzymatic
process that is correlated with advanced aging and/or diabetic disease in humans. Many
recent studies have explored the effects of glycation induced by sugars in human skin
cells and 3D models of dermis and full skin. In this study, we proposed to study the
effects of isolated synthetic AGE products in monolayer cultured dermal fibroblasts and in

3D skin models.
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1. INTRODUCTION
1.1 Advanced Glycation End Products (AGESs)

Chronological aging is described as a time-dependent biological process leading
to gradual changes in the structure and functions of all tissues that compose an
organism. Aging of the skin is the result of both extrinsic factors - mostly sun exposure -
and intrinsic factors representing chronological aging (ASSILINEAU et al., 2003). These
modifications tend to decrease the capacity of adaptive responsiveness and wound
healing of skin, and therefore enhance its susceptibility to disorders and epithelial cell
death (MINE et al., 2008). Aged skin is characterized by flattening of the dermal-
epidermal junction, marked atrophy and loss of elasticity of the dermal connective tissue
(MONTAGNA et al., 1979), associated with a reduction and disorganization of its major
ECM components, such as collagen and other elastic fibers (LAVKER et al., 1987),
proteoglycan and glycosaminoglycan (CARRINO et al., 2003).

Dermis is a central layer in human skin, situated between the outer layer
epidermis, a keratinized stratified epithelium, and hypodermis, the inner layer. There is
close communication between the dermis and epidermis, which are physically separated
and physiologically connected by the basement membrane zone (PAGEON et al., 2012).
The dermis is a tissue rich in matrix elements and poor in cellular content, and it is
generally accepted that modifications occurring in the matrix are the ones that mostly
contribute to skin aging by altering its biomechanical properties (ASSELINEAU et al.,
2088).

Human fibroblasts can be isolated from various connective tissues, including skin
(RITTIE & FISHER, 2005). These cells exert important functions in the regulation of

tissue structure and cellular microenvironment through the production of ECM proteins
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(POSTLETHWAITE & KANG, 1999), cytokines, growth factors (SMITH et al., 1997), and
matrix metalloproteinases (KAHARI & SAARIALHO-KERE, 1997).

Alterations of fibroblast properties, associated with aging or senescence, have
been studied either in long-term normal cell cultures (HAYFLIC, 1979; GOLDSTEIN,
1990; CRISTOFALO & PIGNOLO, 1993), or in cultures of fibroblasts from skin biopsies
derived from donors with increasing age (SCHNEIDER, 1979). The observed age-related
effects in fibroblasts include altered cell morphology, altered metabolism (HAYFLIC,
1979), reduced proliferative potential (HAYFLIC, 1979; SCHNEIDER, 1979; SMITH et al.,
1978), loss of responsiveness to growth factors (REENTRA et al., 1993), decline in the
production of ECM proteins such as type | and Il collagens (VARANI et al., 2006), and
overexpression of proteases involved in the degradation of the ECM (WEST et al., 1989).
Reduction of telomere length (CAMPISI et al., 2001), accumulation of free radical-
induced DNA damages, and decrease of DNA repair (YAAR & ELLER, 2002) are
molecular mechanisms associated with senescence induction (MINE et al., 2008).
Therefore, glycation adducts may be important risk markers of disease development
(THORNALLEY et al., 2003).

The non-enzymatic glycation of proteins, i.e. AGEs, is a common factor in the
pathophysiology of a number of aging-related disorders and diseases such as diabetes
mellitus. In elderly subjects, the non-enzymatic glycation is high, not only because of
possible hyperglycemia, but also due to long-term exposure to normoglycemic
conditions. The glycation of proteins has been described in skin (HOFMANN et al., 2013)
and in other organs such as the kidney, blood vessels, and lens (CRISAN et al., 2013).
The glycation process is involved not only in intrinsic aging processes (individual, genetic

attributes), but also in extrinsic stimuli (UV light, pollution and lifestyle), and can be



120

guantified in epidermal and dermal compartments by histological, immunohistochemical,
imaging or fluorimetric assays (PAGEON et al., 2008; CRISAN et al., 2012).

In skin aging, glycation affects endothelial cells, fibroblasts and proteins (collagen,
elastin, glycoproteins and glycosaminoglycan; CRISAN et al., 2013). The glycation of
ECM on dermis can affect fibroblasts growth, differentiation and motility, cytokine
responses, enzymatic activity (metalloproteinases) and vascular hemostasis (PAGEON
et al., 2008).

Many recent studies have explored the effects of glycation induced by sugars in
human skin cells, and in 3D models of dermis and full skin (Pageon et al., 2005; 2007;
2008; 2010; 2014). In this study, we proposed to investigate the effects of isolated AGEs
in monolayer cultured dermal cells, i.e. fibroblasts, and in 3D reconstructed skin models

(Pageon et al., 2015).

1.2 CML (Ne-carboxymethyl-lysine)

AGEs, such as Ng-(Carboxymethyl)-lysine (CML), are considered biomarkers of
aging, and have been shown to be increased nearly five times from childhood to old age
(DYER et al., 1993). CML is one of the most studied AGEs (AHMED et al., 1986) and has
been detected in several types of human fluids and tissues (MATSUMOTO et al., 2009;
BAIDOSHVILI et al., 2006; KAJI et al., 2000; FRANKE et al., 2003; CASTELLANI et al.,
2002; TANJI et al., 2000; YOSHIDA et al., 1998).

CML is formed on proteins due to a combination of non-enzymatic glycation and
oxidation (glycoxidation) reactions (FU et al., 1996). Glyoxal is one of the intermediate
products in the formation of CML from oxidation of glucose or peroxidation of
polyunsaturated fatty acids (Fu et al., 1996; WELLS-KNECHT et al., 1995). Ultraviolet

(UV) radiation is thought to be involved in CML formation in the epidermis (KAWABATA
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et al., 2011), because UV is known to generate reactive oxygen species (ROS), which
may induce the glyoxal formation in keratinocytes (KOVACS et al., 2009).

In the skin, AGE accumulation has been described in dermal compartment,
affecting proteins such as fibronectin, elastin and collagen (OYER et al.,, 1993;
JEANMARIE et al.,, 2001; MIZUTARI et al., 1997). Moreover, CML accumulation in
dermal collagen occurs faster in diabetic patients and old-aged people, leading to tissue

stiffening (DYER et al., 1993).

1.3  MG-H1 (Ng-(5-hydro-5-methyl-4-imidazolon-2-yl)-ornithine)

Another aging biomarker AGE is the Ng-(5-hydro-5-methyl-4-imidazolon-2-yl)-
ornithine (MG-H1), which is found in high concentrations in many tissues and body fluids
of age-advanced people (THORNALLEY et al., 2003). The MG-H1 is a methylglyoxal-
derived hydroimidazolone; methylglyoxal is a potent glycating agent that reacts with
human serum albumin under physiological conditions to form mainly the
hydroimidazolone MG-H1 [Ng-(5-hydro-5-methyl-4-imidazolon-2-yl)-ornithine] (92% of
total modification; AHMED et al., 2005).

THORNALLEY et al. (2003) measured the concentrations of the early glycation
adduct fructosyl-lysine and 12 types of AGEs in physiological fluids and in enzymatic
hydrolysates of cellular and extracellular proteins. This study showed that
hydroimidazolones, such as MG-H1, were the most abundant glycation biomarkers;
monolysyl adducts (CML and CEL) were found in moderate amounts, and bis(lysyl),
imidazolium cross-links and pentosidine were found in lowest amounts in the analyzed

physiological fluids, i.e. plasma and urine samples (THORNALLEY et al., 2003).
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2 MATERIAL & METHODS
2.1  Skin samples and fibroblast cultures

Normal human skin was obtained from breast reduction surgery from patients of
different ages. Cells were isolated as previously described (BERNERD & ASSELINEAU,
1997, BERNERD & ASSELINEAU, 1998; PAGEON et al., 2007). After removing the
subcutaneous tissue, skin samples were sectioned using a dermatome. The upper part of
skin samples (0.3mm depth section, from the outer to inner surface) contains the
epidermis and the papillary dermis. The epidermis was separated from the papillary
dermis by dissection after treatment with 0.25% trypsin for 1.5 hours at 37°C.

For the preparation of papillary fibroblasts, sections of superficial dermis were
placed in culture in MEM supplemented with 10% fetal bovine serum, and maintained at
37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO, (MINE et al., 2008).

Human skin samples from donors of various ages (20-70 years old) were used for
comparison of the synthetic AGEs peptides. Table 1 shows the laboratory codes and
ages of donors.

Table 1. Laboratory codes of skin samples and age of donors.

Young donors Elderly donors
Code Age Code Age
FP195 22 years old FP188 66 years old
FP207 25 years old FP189 67 years old
FP212 21 years old FP206 61 years old
FP224 18 years old FP210 65 years old

2.2  Cell Culture Maintenance

Fibroblasts were maintained in MEM supplemented with 10% bovine fetal serum
and antibiotics (100 U/ml ampicillin and 100 g/ml streptomycin) in a humidified
atmosphere containing 5% of CO,. Cells were subcultured when they reached

approximately 80% of saturation density, using trypsin 0.05%/EDTA.
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2.3  Toxicity kinetics curve

Fibroblasts from patients of 18 to 67 years old were plated in 6-well cell plates and
treated with AGEs at different concentrations.

To test the cytotoxicity of CML and MG-H1, we started the treatments with lower
concentrations: OuM, 10puM, 100puM and 200uM of CML, during 24 hours, 48 hours, 4
days, 6 days or 8 days. As no cytotoxic effect was observed by the Trypan blue assay,
we altered the treatments to: OuM, 200uM or 400uM of CML or MG-H1 during 24 hours,
4 or 7 days. No decreases in cell viability were observed, therefore, we used the higher
concentration (600uM) of CML or MG-H1 and the higher time of exposure (1 week) for
the subsequent experiments. After the AGEs exposure period, the culture supernatant

was collected, and kept at -80°C until the ELISA assays.

2.4 B-Galactosidase-positive cells detection

Ravelojaona et al. (2009) showed that the glycation products (AGE-BSA) play an
important role in fibroblasts senescence induction after successive passages in culture.
In this context, we performed an assay to determine if the synthetic AGEs (CML and MG-
H1) have the same capacity to induce cell senescence. The detection of SA-B-Gal-
positive cells was performed using a commercial kit (Senescence Detection Kit,
Promokine PK-CA 577 — K320) according to instructions provided by the manufacturer.

First, fibroblasts from four different donors - two young (18 and 22 years old), and
two elderly donors (66 and 67 years old) - were plated in 60 mm cell culture dishes, and
exposed to CML or MG-H1 at 600 uM in MEM 1% FCS during successive passages for
15 weeks. Approximately once a week, when plates reached 80% of confluency, cells
were subcultured by Trypsin digestion; a fraction of these cells were transferred to 12-

well cell plates (4500 cells/cm?) in MEM 10% FCS without AGE products, and the
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remaining cells were maintained in culture. At each passage, the 12-well cell plates were
fixed and incubated with a solution of B-gal substrate (X-gal, 5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-
b-galactoside). After 24 h of incubation, blue-stained cells expressing SA-B-Gal were

counted under an optical microscopy.

2.5 Enzyme -Linked Immunoassays (ELISA)

To measure the release of inflammatory cytokines IL-6 and MCP-1 (CCL2), the
fibroblasts culture medium was collected after 7 days of exposure to AGEs (CML or MG-
H1 600 pM). For this purpose, ELISA commercial kits for IL-6 (Quantikine® ELISA,
Human IL-6 Immunoassay, R&D Systems, Inc. USA) and MCP-1 (Quantikine® ELISA
Human MCP-1/CCL2 Immunoassay, R&D Systems, Inc. USA) were used according to

the manufacturer’s instructions.

2.6 Immunoassay in culture slides (cells adhered to glass)

To evaluate aspects of morphology, proliferative rate and binding of AGE
products, 3000 fibroblasts/well were seeded in a glass culture slide (Falcon® 4-wells
culture slide), and incubated with CML (600 pM) or MG-H1 (600 pM) during 7 days in
MEM 1% FCS. Cells were washed with PBS and fixed with Paraformaldehyde 4% at
room temperature during 15 minutes. After 3 consecutive washings with PBS,
nonspecific sites were blocked by incubation with Tween 20 0.2% and BSA 1% in PBS
for 1 hour at room temperature, followed by incubation with primary antibodies anti-
Tropoelastin diluted at 1:80 (Polyclonal rabbit anti-human tropoelastin, Abcam, ref.
ab21600), anti-Fibrillin diluted at 1:100 (Mouse Anti-Fibrillin, SouthernBiotech, clone
11C1.3, ref. 1405-1) and anti-Fibronectin diluted at 1:100 (Mouse monoclonal antibody,

Millipore MAB1892) in PBS with BSA 0.05% overnight at 4°C. Cells were further washed
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3 times with Tween 20 0.2% in PBS, and incubated with secondary anti-mouse IgG
antibody (Invitrogen® Goat anti-mouse 1gG Alexa488, ref. A11029) diluted at 1:500 or
Anti-rabbit IgG (Invitrogen Chicken anti-rabbit Alexa488, ref. A21441) diluted at 1:200 in
Tween 20 0.2% in PBS during 90 minutes at room temperature, followed by 3
consecutive washings in Tween 20 0.2% in PBS and mounting of cover slides with

medium containing Dapi.

2.7 Collagen treatments

Glycation of the collagen matrices was performed as described previously by
Pageon et al. (2007) with minor modifications. Briefly, bovine type | collagen (Symatese®
ref. ACI200) at 5 mg/mL in acetic acid solution (0.017 N) was incubated in the presence
of sugars (Glucose 200mM and Ribose 10mM) at room temperature during one week in
the dark. After that, samples were dialyzed during 4 days in acetic acid 0.5 N and further
3 days in acetic acid 0.017 N at 4°C, with daily changes of dialysis solution. One collagen
sample containing water instead of sugars was used as a control.

The glycation of collagen was monitored as follows: an aliquot of treated collagen
was submitted to pepsin digestion (Sigma® 100 pg pepsin in 0.5 mL acetic acid 0.5 M) at
37°C during 4-6 hours. At the end of the incubation, the fluorescence of digested
collagen was measured for detection of total AGEs (Aex370 nm/Ae440 nm) and

pentosidine (Aex328 Nm/Ae,m378 Nnm; PAGEON et al., 2007).

2.8 Dermal Equivalents
In order to study the effects of the specific AGE products in dermis, we
reconstructed the dermal equivalents as described previously (PAGEON et al., 2014).

For this purpose, we performed modification of collagen by glycation or by addition of
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CML or MG-HL1. Lattices were prepared using human papillary fibroblasts embedded into
collagen gels as previously described (PAGEON et al., 2007). The contraction of lattices
was measured daily during 7 days of culture at 37°C and 5% CO..

We used 5 different testing conditions for the preparation of dermal equivalents

(lattices), as observed in Figure 1.

S = = = = & S = = S = = T = &
o o= == - L= _ = - = _ = - L= _ = = S _ =
Natif Natif + Temoin Natif + Glycated (1:1) Natif + CML 600puM Natif + MGH1
(1:1) (Glucose 200mM +Ribose 600puM

10mM for 1 week)
Figure 1. Schematic design representing different lattices conditions.

Natif Group: control dermis using commercial bovine type | collagen;

Temoin Group: commercial bovine type | collagen plus control collagen (incubated with
water instead of sugars and dialyzed as the glycated group)

Glycated Group: bovine type | collagen modified by 1 week incubation with sugars

(glucose 200mM and ribose 10mM) plus commercial bovine type | collagen (ratio 1:1);
CML Group: commercial bovine type | collagen with CML 600 uM (added at the moment
of preparation of lattices);

MG-H1 Group: commercial bovine type | collagen with MG-H1 600 uM (added at the

moment of preparation of lattices).

2.9 Reconstructed Skin
To study the effects of the specific AGE products on reconstructed human skin, we
performed the same culture protocol and testing conditions used for Dermal Equivalents
described in section 2.8 with minor changes. After 4 days of lattices contraction, human
keratinocytes (donor 207) were seeded at a density of 60000 cells per skin. The skins

were maintained submersed during 7 days to allow cell proliferation and, after that,
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transferred to a stainless grid to allow cell stratification in an air-liquid interface during 7
days. The glycation compounds CML and MG-H1 (600uM) were replaced 3 times per

week.

2.10 Hematoxylin/Eosin (H&E) staining and immunofluorescence (tissue
slides)

After the culture period, lattices or reconstructed skins were fixed
(paraformaldehyde 4%) during up to 12 hours at room temperature and embedded in
histological paraffin for morphology evaluation by H&E staining.

For immunofluorescence assays, fresh samples were placed in molds, covered
with freezing mounting medium (TissueTek®) and immediately frozen in liquid nitrogen.
After that, samples were sliced into 5 — 8 um sections using a cryostat and laid on glass
slides, which were kept at room temperature for 24 hours for adhesion of sections. After
this period, the slides were stored at -20 °C until the time of immunofluorescence assay,
which is described below.

First, the slides were immersed in an acetone bath at -20 °C during 5 minutes and
dried at room temperature for 2 minutes for post-fixation. The sections were rehydrated in
PBS bath during 15 minutes. The sample areas were encircled with a hydrophobic pen
and incubated with PBS + BSA 1% or PBS + rabbit serum 10% during 1 hour for blocking
nonspecific sites. Slides were washed during 2 minutes in PBS and incubated with
primary antibody (Table 2) in PBS at 4°C overnight or during 2 hours at room
temperature. After this incubation, samples were washed two times in PBS (5 minutes
each) and incubated with secondary antibody coupled to fluorophore (Table 2) in PBS
during 90 minutes at room temperature. Samples were washed two times in PBS (5

minutes each) and covered with mounting medium containing Dapi and glass coverslip.
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Table 2. Work dilutions and specifications of primary and secondary antibodies.

Primary Antibodies

Anti-Fibrillin Mouse Sounthern Biotech 1405-01 clone 11C1-3 IgG 1:50
Anti-Fibronectin Mouse monoclonal Millipore MAB1892 1:100
Anti-Tropoelastin Rabbit polyclonal Abcam ab21600 1:50
Anti-Ki67 Mouse IgG LeicaNCL-Ki67-MM1 1:20
Anti-Laminin Mouse monoclonal Millipore MAB 19562 1:100
Secondary Antibodies
Anti-mouse IgG Invitrogen Goat anti-mouse Alexa488 A11039 1:500
Anti-rabbit 1IgG Invitrogen Chicken anti-rabbit Alexa488 A21441 1:200

2.11 Analysis of results
Results were expressed as mean * standard error. Experiments were performed
in triplicate. Analyses were performed by comparing the parameters between the control

group (non-treated and non-glycated) and the differentexperimental conditions.

3 RESULTS
3.1 Effects of CML or MG-H1 on fibroblasts viability

In order to detect CML cytotoxicity, initially, we performed a kinetics curve assay
using different-aged donor’s fibroblasts exposed to 10uM, 100uM or 200uM of CML
during 24 hours, 48 hours, 4 days, 6 days or 8 days (data not shown), after 200uM or
400uM of CML or MG-H1 during 1, 4 or 7 days (data not shown) in MEM 1% FCS
medium. As no effects on cells viability were observed in these experimental conditions,
other experiments were performed using higher concentrations of CML or MG-H1
(600uM) during 1 week of exposure.

After the exposure period, cells were counted to evaluate the viability by Trypan
blue assay. As it is possible to see in Figure 2, no significant cytotoxicity effects of CML

or MG-H1 were observed, as the cell viability was up to 90% for all tested conditions.
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Young
MG-H1 600pM CML 600pM Control

Control

old
CML 600pM

MG-H1 600pM

Figure 2. Photomicrograph of fibroblasts exposed during 1 week to CML 600uM or MG-H1 600uM. No
toxic effects were observed in cell viability percentage (V) accessed by Trypan blue assay. 100x
magnification.
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3.2 Increase of senescence after CML and MG-H1 treatment

Figure 4 shows the blue-stained SA-B-Gal-positive cells in passage n°7 from the
different testing conditions and Figure 5 expresses these results as a percentage of
increase of senescence-positive cells of each culture passage compared to the control.
The exposure of fibroblasts to CML 600uM or MG-H1 600uM for one week caused a
linear increase in SA-B-Gal positive cells after successive passages. The number of
positive cells in control groups increased according to the advanced time in culture, as
expected. Nevertheless, the increase was more expressive when cells were pre-exposed

to CML 600puM or MG-H1 600uM.

Control

CMIL 6001M

MG-H1 600pM

Representative image of experimental passagen®7

Figure 4. Photomicrograph of CML 600uM or MG-H1 600uM pre-treated fibroblasts, after SA-B-Gal
Incorporation assay. SA-B-Gal positive cells were stained in blue. 100x magnification.
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Figure 5. Percentage of increase of SA-B-Gal-positive cells in fibroblasts from different age donors after
exposure to CML 600uM or MG-H1 600uM.

Considering that no age-related effect was observed, we plotted the data

regarding the AGEs exposure in a graphic that gathers the senescence response from all

cell donors (Figure 6).
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Figure 6. Percentage of increase of SA-B-Gal-positive cells from four different donors, i.e. two young (18

and 22 years old) and two elderly individuals (66 and 67 years old), after exposure to CML 600uM or MG-
H1 600uM.

3.3 Effects of CML or MG-H1 on inflammatory mediators release

We tested the effects of CML or MG-H1 on fibroblasts release of interleukin 6 (IL-6),
which is a chemokine that acts both as a pro-inflammatory and anti-inflammatory
cytokine. In order to quantify the IL-6 release, we collected the cell culture supernatant
after 1 week of CML or MG-H1 exposure for the ELISA analyses. Contrary to our
expectations, we did not observe significant effects on IL-6 release in neither of the
different experimental conditions (data not shown). Thus, we investigated a second
soluble factor, the monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1). Figure 7 shows that
fibroblasts from different donors responded differently to CML or MG-H1. Significant
increases for MCP-1 were found after treatment with MG-H1 in fibroblasts from two

young and one elderly donor, and after treatment with CML in fibroblasts from one young

donor.
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Figure 7. MCP-1 released by fibroblasts obtained from 8 different donors, after 1 week of exposure to CML
600uM or MG-H1 600uM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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3.4  Effects of CML or MG-H1 on ECM protein expression

In order to evaluate the effects of CML and MG-HL1 in fibroblasts protein expression,
we performed an immunoassay to detect the production of ECM proteins, which are the
main targets of glycation in human dermis (KAWABATA et al., 2011; JEANMARIE et al.,
2001; MIZUTARI et al., 1997).

Fibrillin is an essential glycoprotein for the formation of elastic fibers found in
connective tissue. This protein is secreted into the ECM by fibroblasts and is
incorporated into the insoluble microfibrils, which appear to provide a scaffold for
deposition of elastin. The treatment with AGE compounds did not affect the expression of

Fibrillin, as depicted in Figure 8.

Young Old
FP 195 FP 224 FP 188 FP 189

Figure 8. Photomicrographs of fibroblasts treated with CML 600uM or MG-H1 600uM, immunostained
for the detection of Fibrillin. 200x magnification.
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We also investigated the expression of fibronectin, which is a glycoprotein found in

the ECM that binds to ECM components such as collagen and fibrin, and is a major
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component of the ECM. This protein is secreted by various cells, primarily fibroblasts, as
a soluble protein dimer and is further assembled into an insoluble matrix in a complex
cell-mediated process. Fibronectin plays a major role in cell adhesion, growth, migration
and differentiation, and it is important for processes such as wound healing. The
treatment of cells with CML (600uM) or MG-H1 (600uM) did not induce changes on

Fibronectin expression in young or elderly fibroblasts, as depicted in Figure 9.

Young Old

Control

CML 600puM

MG-H1 600pM

Figure 9. Photomicrographs of fibroblasts treated with CML 600uM or MG-H1 600uM, immunostained for
the detection of Fibronectin. 100x magnification.

We also performed an immunofluorescence assay to detect Tropoelastin, a water-
soluble molecule that can bind covalently through crosslinks to form elastin. As opposed
to the first investigated ECM proteins, the expression of Tropoelastin by papillary

fibroblasts was affected by exposure of cells to the AGEs (Figure 10).
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Figure 10. Photomicrographs of fibroblasts treated with CML 600uM or MG-H1 600uM, immunostained for
the detection of Tropoelastin. 100x magnification.

As observed in Figure 10, treatment with CML (600uM) apparently decreased
Tropoelastin expression in young donors, but not in elderly donors. However, cell
incubation with MG-H1 (600uM) caused a remarkable increase in Tropoelastin
expression in both groups of donors. The intensity of fluorescence was quantified and the

results are shown in Figure 11.
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Figure 11. Tropoelastin quantification by fluorescence intensity measurement in fibroblasts obtained
from 8 different donors, after 1 week of exposure to CML 600uM or MG-H1 600uM.

3.5 Effects of CML or MG-H1 in 3D skin model
The contraction of lattices was observed for 7 days after incorporation of CML or
MG-H1 to the collagen but no significant effects occurred as a result of the exposure.

However, we found interesting data on contraction capacity between young and elderly

donors in glycated dermis, as depicted in Figure 12.
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Figure 12. Contraction of dermal equivalents after 7 days of exposure to CML 600uM or MG-H1 600uM.

The histological and immunofluorescence analysis for Tropoelastin detection in

lattices is shown in Figure 13.
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Figure 13. Photomicrographs of lattices stained with Eosin & Hematoxylin or stained for
immunofluorescent detection of Tropoelastin after exposure to CML 600uM or MG-H1 600uM. 100x
magnification.

Native Control [Natif + Temoin 1:1) Glycatad [Natif + Glycated 1:1)

Young FP 195

OldFP 189



138

We did not observe the same results of Tropoelastin expression in the dermal

equivalent model, compared to the monolayer assay, as depicted in Figure 14.
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Figure 14. Tropoelastin expression in dermal equivalents containing fibroblasts from young and
elderly donor after exposure to CML 600uM or MG-H1 600uM. Central zones of images from Figure 13
were used to quantify light intensity.

Concerning the reconstructed skins, we performed the immunoreactions for the
detection of Laminin, Ki67 and Tropoelastin. The reactions to detect Ki67 and
Tropoelastin in reconstructed skins were performed using the routine protocol, but we did
not see a considerable protein expression.

The immunofluorescence detection of Laminin expression is shown in Figure 15,

and the values obtained from these images are depicted in Figure 16.
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Figure 15. Photomicrographs of reconstructed skins containing fibroblasts from young and elderly donor
after exposure to CML 600uM or MG-H1 600uM, immunostained for the detection of Laminin. 100x
magnification.
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Figure 16. Laminin expression in reconstructed skins containing fibroblasts from young and elderly donor
after exposure to CML 600uM or MG-H1 600uM. Only the central zones (basal membrane) of images from
Figure 15 were used for light intensity quantification.
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4 DISCUSSION

AGEs accumulation in skin affects proteins such as fibronectin, elastin and
collagen (OYER et al., 1993; JEANMARIE et al., 2001; MIZUTARI et al., 1997). There
are many recent studies exploring the effects of glycation induced by sugars in human
skin cells and 3D models of dermis and full skin (Pageon et al., 2005; 2007; 2008; 2010;
2014). In this study, we proposed to study the effects of isolated AGEs in dermal
fibroblasts and in 3D skin models.

The highest concentrations of isolated CML tested in cell culture in recent studies
are close to 100,000 pg/L (Zhu et al., 2012). A recent study showed that the maximum
levels of CML in human serum of elderly patients is approximately 640 pg/L (Semba et
al., 2014). We tested a wide range of CML concentrations, from 0 to 600uM and, as we
observed no cytotoxicity in cell viability by trypan blue assay, we chose the higher tested
concentration (600uM), which corresponds to 157895 ug /L, for use in the subsequent
assays. We performed the initial studies with MG-H1 at the same concentrations (200uM,
400uM and 600uM) and we did not observe cytotoxic effects evaluated by trypan blue
assay. Therefore, we performed the subsequent tests with MG-H1 also with the
maximum tested concentration, 600uM.

Moreover, we performed the evaluation of senescence after successive passages
of fibroblasts pre-exposed to CML and MG-H1. AGE exposure caused an increase of -
Gal positive (blue-stained) cells in culture. Our results are consistent with the article of
Ravelojaona et al. (2009) and confirm the claim by several other authors that the Maillard
reaction plays an important role in cell and tissue aging (Baynes et al., 2005, for review).

The monocyte chemotactic protein MCP-1 (CCL2), after activation by
metalloproteinase 12 (MMP-12), is responsible for the recruitment of monocytes, memory

T cells and dendritic cells to the site of inflammation. We evaluated the release of this
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inflammatory mediator by ELISA and we saw an augmentation of MCP-1 levels caused
by CML or MG-H1 exposure, however, this result was not homogeneous among the
donors. Other soluble factors must be evaluated in order to correlate the increase in
inflammatory profile with the exposure to AGEs.

Tropoelastins are water-soluble molecules that can covalently bind together with
crosslinks to form the protein elastin, which. This protein is very prevalent in the body and
is present in connective elastic tissue, allowing many tissues in the body, including skin,
to resume their shape after stretching or contracting. We saw a decrease in Tropoelastin
expression in papillary fibroblasts after treatment with CML 600puM and a remarkable
increase in Tropoelastin expression caused by MG-H1 (600uM) treatment in both groups
of fibroblasts donors cultured in monolayer. However, we did not observe the same effect
in the 3D skin model, which may have occurred due to the protective role of the
microenvironment.

In the 3D skin model, we observed that, in the glycated lattices (Glucose 200mM +
Ribose 10mM) with cells from the young donor, there were differences in the contractive
capacity and cell morphology. However, these changes were not observed in lattices

incubated with CML or MG-HL1.

5 CONCLUSION
The glycation process is a complex phenomenon that involves many steps and
results in numerous advanced glycation end products (AGESs). In this project, we tested
two AGEs compounds, CML and MG-H1, in a wide range of concentrations and times of
exposure. These synthetic AGEs, despite of not showing cytotoxic effects to fibroblasts,

caused an augmentation in cell senescence, as expected, because it is known that the



142

glycation process is strongly related to aging. Surprisingly, we saw a stronger effect in
senescence induction by MG-H1 treatment.

Moreover, we observed a change in Tropoelastin expression due to CML or MG-
H1 treatment in fibroblasts cultured in monolayer, which indicates these products as
potential target molecules in studies of loss skin elasticity loss (e.g. in solar elastosis) in
elderly subjects.

However, no changes in inflammatory mediators or other ECM proteins expression
were noted. It is possible that the isolated final AGEs, CML and MG-H1, are not
sufficiently reactive to induce cell responses by themselves, remaining inactive when

diluted in culture medium or immersed in collagen gels.
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organ-chip (MOC) platform contributes to the ongoing de-
it bt s sy with e wlimte s
1o replace animal models. & comprises two indcpendent circulatory
networks at the scale of a microscope glass stide, Onchip micro-pumps
provide palsatile circulation ~ enough o suppORt microliter amOUALS
P human tissue constructs in defined cultivation cavites. Each cir
cuit contains 600 sl of volume, only, enabling sutocrine and paractine
crosstal the eariched medium.
u‘}:“u‘:l:;‘:s:uc testing structure, like our MOC, antificial vessels
are vitally jmportaat. In pacicular &n endothelial barir wihin the
dly interacts with g
diffusion into subjaceat tissue. Recreating in vivo conditions, first,
the flow behaviour was analysed and optimised using particle image
velocimetry (PIV). Upon seeding into the channel-structures human
dermal microvascular endothelial cells (HDMECs) exhibit proper
clongation and orientation within four days induced by the flow shear
s, The cells were dynamically cultivated for up 10 40 days. Data
of the colonisation and the viability of the endothelial cell layer will
be presented as well as functional stining of CD31, von Willebrand
factor, and VE-cadherin. Further developments to facilitate a real per
fusion of introduced organoids (c.£., liver) will be addressed
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Respiratory inflammatory diseases arc amongst major causes of mot-
bidity and mortality worldwide. Lung fibroblasts have been shown
to play a key role in local immune responses during inflammation.
However, the role of molecular pathways such as muclear factor kappa
B (NF-xB) activation in human have remained elusive partly duc to
the limited physiological relevance of animal models and lack of bio-
mimetic in vitro models. We have developed a 3D culture of lung fi
broblasts on porous electrospun fibres resembling human Jung matrix.
n order to investigate NF-B activation in response (0 pro-inflamina
tory stimuli, we developed two detection systems based on nuclear
Jocalisation of p6iS subunit and release of a soluble luciferase reporter
construct, Using these systems, we can detect NF-xB activation in
response to TNF-ct in dose dependent mannes with high sesitivity. In-
terestingly the 3D model remained responsive to TNF-a af higher con
centration (20 ng/mi) whereas 2D culture coatrols reached a plateau
at 10 fold lower concentration. The dynamic range of responses in 3D
cultures reflects a more in vivo like physiologic receptor expression
‘and cytokine profile. We thercfore believe our 3D culture detection
system provides a sensitive and biologically relevant tool for studying
the regulation of NF-#B activation in lung fibroblasts.
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. Maria-Engler
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carolinamcatarino@gmail com

Cummently there is a strong global trend towards the development of in
vitro tests to replace the use of animals in safety evaluation tests. In
Brazil, this practice is in progress and shoold be quickly implemented
meeting the intemational humanitarian concepts. In the present stdy
we developed a model of Reconstructed Human Epidermis (RHE),
which consists of a differentiated three-dimensional cpidermal tissue
reconstructed from normal human keratinocytes in a chemically de-

Diretora da™E(

/ USP

Profa. Dra. Terezinhad, f;us Andreoli Pinto

THEME X, Sesston X-1

fined modium and sir liquid lnterface growth, To validste the model,
it was tested for skin corrosion, following the principles of the Guide
431 (Organisation for Economic Cooperation and Development
OECD). Four substances from the list indicated in the Guide 431 were
tested, two corrasive references (Lactic Acid and Octanoic Acid) and
two non comosive references (Benzylacetone and Lauric Acid), as
well as positive and negative controls. The results show that three of
fous substances (Lauric Acid, Lactic Acid and Octanoic Acid) and the
controls could be classified in the expected categories of the Guide
431. Therefore, we demwastrated the potential of our RHE model as
2 test method relevant and reliable and may be used for research and
chemical risk assessment
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Biotransformation of testosterone
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Reconstnucted human skin (RHS) gains increasing interest in preclini-
eal drug development, but as with human skin, knowledge sbout bi-
otmansformation capacity is rather poor although this cun be highly
relevant for genotoricity and sensitization testing. We compared the
mewbolism of the standard compound testosterone and the industrial
d 2-toluenediamine (2.4-TDA) in excised human skin, RHS
(PhenionFT, EpidermFT) and undifferentiated keratinocytes and fi-
broblast

Biotransformation of radiolabeled testosterone was determined by
HPLC coupled o & radiodetector and 2.4-TDA and its metabolites
were quantified by HPLC-UV.

Testosterone and 2 4-TDA metabolism by RHS exceeded biotrans
formation if human skin, yet, the metabolite profile was close. The
mono-N-getylated  derivative  N-(3-Amino-4-methylphenyl)scet.

ide was the only metabolite of 24-TDA found in all fest matrices
and the formation ranked as: RHS > haman skin ~ keatifocytes >
fibroblasts.

Metabolisen of testosterone and 2,4-TDA in human skin tissucs is
dominated by phase 1 and phase I reactions, respectively. Recon-
sracted tissues appear 1o be an adequate test matrix for the (nvestig-
tion of cutaneons metabolism of xenobiotics and thus can be used for
non-<linical as well as the biotrans
formation-related toxicological endpoints
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Activation of the immune system is 4 common hallmark of neurt
degenerative discases as Moltiple Sclerosis and Alzhcimer's disease.

rolves respoases generated by the inate immune system with
i entral nervous system (CNS) and cross-talk of the CNS with
cells of the peripheral adzptive immune system.

Various non-human primate (NHP) in vivo models are available to
stady peuroimmanological fnvolvement in the pathogenesis of neu-
rodegenerative diseases. However, these models are associated with
considerable discomfort 10 the animals. We sim to complement these
models and to finally reduce and replace their use by in vitro models
We have developed various NHP in viro models including organo
typic brain slice cultures, mixed glia cell culfures, dissociatéd primary
glia cell cultures, and co-cultures of ghia cells with cells of the adaptive
immune system, These cultures are all initiated from surplus brain tis
sue that becomes available from other experiments.

The advantages and disadvantages of NHP in vitro CNSmodels
compared to other available in vitro models will be discussed as well
a3 their relevance for human diseases. Fusthermore, data will be pre.
sented 0a the use of these models s prescreening tool for in vivo drug
testing and to mimic different aspects of neurodegencrative diseases
invimo,

is in
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Human in vitro adipogenesis

assay for testing modulators of
adipogenesis
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According 1o WHO, 1.6 billion adults arc overweight, and at least 400
million obese, and numbers arc increasing annually, Therefore, there
5 8 lot of interest to study effccts of chemicals on adipose tissue and
o develop drugs that inhibit adipogenesis. However, animal models
curreatly used o mimic buman adipose tissue metabolism correlate
poody with human

We have developed a novel human in vitro adipogenesis assay for
testing the effects of chemicals on adipogenesis. Our model consists
‘of human adipose stem celis (hASC) which are differentiated with adi
pose tissue extract (ATE) (Sarkanen et al., 2012). ATE is cytokine rich
solution which contains the major adipocytokines and induces diffcr-
entistion of hASC towards adipocytes.

th substunces that effect
. Bromelain, sodium-
meta-arseaie, resveratrol, GW9662 and T0070907 showed strong
dose dependent adipogenesis inhibition in the assay. The anti-adipo
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outubro de 2015, na XX Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, realizada no periodo de
05 a 09 de outubro de 2015.

Sao Paulo, 09 de outubro de 2015.
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residente da Comissao Organizadora

is, Novas Tecnologias e

Recursos N profssiond Certificado

Certificamos para os devidos fins que PAULA COMUNE PENNACCHI, ministrou a
palestra A cultura celular e a reconstrucdo de pele humana para prospec¢ao de novos
farmacos, durante o IX ENCONTRO DE CIENCIAS DA VIDA, com carga hordria de duas horas,
na Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP.

Ilha Solteira, 23 de junho de 2015

Mo fl Lt unesp™
ito M- Ll Al frrliguns, .
Prof. Dr. Mauricio Augusto Leite Rogéﬁo Oiiveiramues .{ %. %’ @

Presidente do IX ENCIVI Diretor UNESP Campus de
Ilha Solteira
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visit us on the web at http://www.grc.org

Certificate of Participation

07/25/2015

Silvya Maria-Engler This is a certificate of participation for:

University of Sdo Paulo Conference: Biomaterials & Tissue Engineering

Avenida Lineu Prestes, 580 bloco 17 sala 114 Dates: 07/19/2015 - 07/24/2015

Sé&o Paulo, 05508000 Location: Melia Golf Vichy Catalan Business and Convention Center in
Brazil Girona Spain

This letter certifies your participation as a Poster Presenter at the Gordon Research Conference on Biomaterials & Tissue
Engineering held 07/19/2015 - 07/24/2015 at Melia Golf Vichy Catalan Business and Convention Center in Girona Spain.

Presented poster titled: Glycated reconstructed HUMAN SKIN AS A PLATFORM TO STUDY OF SKIN AGING Pathogenesis"

Nancy Ryan Gray, PhD, President and Chief Executive Officer
Gordon Research Conferences

Mooy frt

*Please notify us if you are not the intended recipient of this email.

IX SEBIC 2013
Scwernel Accdémice: de Biologiel

CERTIFICADO

Certificamos que

Paula Comune . Pennacchi proferiu palestra sobre .o _tema:
“CULTURAS .. .CELULARES NA PROSPECCAO =~ DE NOVOS
FARMACOS?” realizado em 01 de outubro -de 2012,.no evento da IX
Semana Académica de Biologia,

promovida pelo Curso de Ciéncias Bioldgicas da FEPI — Centro Universitariode ltajuba,

coma carga horaria total de 1 hora e 30 mindtos:

,'C%—ZJ“;’Q/‘ Itajuba, 01 de outubro de 2012

Prof. Me. FMavio de Vasconcelos Camargo

Coordenador de:Curso de Ciéncias Biolégicas


http://www.grc.org/
mailto:kwagner@grc.org

Campus de Botucatu

AVA
' AVAAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA J
Instituto de Biociéncias de Botucatu d

- u nesp " 40LI0 DE MESQUITA FILHO" F

Instauno de Blocacias PG-BGA
Unesp

CERTIFICADO

Certificamos que a Profa. Dra. PAULA COMUNE PENNACCHI! proferiu palestra
intitulada “Peles artificiais para tratamento de cdncer” durante a Disciplina de
Topicos Especiais em Biologia Geral e Aplicada do Programa de Pos-Graduacao
em Biologia Geral e Aplicada, do Instituto de Biociéncias, UNESP - Campus de
Botucatu.

Botucatu, 15 de abril de 2013.

i ) P ACHT A
= Herivaldo Mota Santos
Supervisor da Se¢ao Técnica de P6s-Graduagéo
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Anexo V — Termo de Outorga FAPESP

FUNDAGAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
ADITIVO AO TERMO DE OUTORGA E ACEITAGAO DE BOLSAS NO PAIS

PROCESSO 2011/22812-1

Pelo presente instrumento, a Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo, com sede na Rua Pio
XI, n® 1500, Alto da Lapa, S3o Paulo, Capital, inscrita no CNPJMF sob n® 43.828151/0001-45,
doravante denominada OUTORGANTE, por meio de seu Conselho Técnico-Administrativo, nos termos do
Artigo 14, letra "b", da Lei Estadual n® 5.918, de 18 de outubro de 1960, resolve alterar o Termo de Outorga
nos termos a seguir especificados, mantidas as clausulas das "Condi¢des Gerais de Concessdo de

Beneficios" anteriormente firmadas.

1.0UTORGADOS
1.1 BOLSISTA:

Paula Comune Pennacchi

CPF: 074.787.246-55
RG: 14035924-SSP/MG

1.2 ORIENTADOR/SUPERVISOR:  Silvya Stuchi Maria-Engler

CPF: 181.571.778-55
RG: 176200769-SSP/SP

2.Correspondéncia
2.1 BOLSISTA:

2.2 ORIENTADOR/SUPERVISOR:

A/C Paula Comune Pennacchi, Rua Antdnio Gotardelo Sobrinho, n 251 -
casa, Jardim Antonieta, Monte Siao/MG, CEP 37580-000
paulapennacchi@gmail.com

Av Lineu Prestes, 580 - Bloco 17 Sala 114, Cidade Universitéria, Sao
Paulo/SP, CEP 05508-900 silvya@usp.br

3.Instituigdo Sede:

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/FCF
Universidade de Sao Paulo/USP

4.Projeto de Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE PELE ARTIFICIAL CONTENDO
N EQUIVALENTE DERMICO GLICADO MIMETIZANDO A
FISIOPATOLOGIA DA PELE ENVELHECIDA E DIABETICA
5.Linha de Fomento: Programas Regulares / Bolsas / No Pais / Doutorado |
6.Area/Subirea: Morfologia
Citologia e Biologia Celular
7.Coordenagéo: Biologia Il
8.Periodo da vigéncia: 01/03/2012 a 26/02/2016
| 9 10/02/2013,10/02/2014,10/09/2014,10/10/2014,10/03/2016
| 10.Prestagdes de Contas: 10/02/2013,10/02/2014,10/09/2014,10/10/2014,10/03/2016

11.Entrega da Ata de Defesa:

15/09/2016

“Via para o bolsistq”’

P _FAPESP

Sé&o Paulo, 13 de fevereiro de 2015

Processo: 2011/22812-1

Data impressdo  1302/2015 17:17:50
Folha:

Volume:

Rubrica:

™ _FAPESP

ANEXO I: Relagdo dos e C:

Reserva Técnica no Pais

Reserva técnica equivalente a 30,00% do valor anual da bolsa.

Mensalidade de Bolsas no Pais

30 mensalidades de manutengao para o bolsista, conforme tabela FAPESP.
- 6 mensalidades de DR-1
- 24 mensalidades de DR-2

12 mensalidades de manutengao para o bolsista, conforme tabela FAPESP,
- 12 mensalidades de DR-2

Observagoes

- Concess&o improrrogavel.

Alteragdes na Concessao

Data Descrigao

17/07/2014 SM 004 - Renovagao de Bolsa

. Fica autorizada a renovagao da bolsa em 12 (doze) mensalidades, com inicio em 01/09/2014 e
término previsto para 31/08/2015.

10/09/2014

12/02/2015

SM 005 - Interrupgdo de Processo

SM 006 - Reativagdo de Processo

Fica autorizada a reativacao da bolsa em 11 mensalidades e 21 dias, com inicio em
06/03/2015 e término previsto para 26/02/2016.

O periodo de vigéncia da bolsa € de 01/03/2012 a 09/09/2014 e de 06/03/2015 a 26/02/2016.

Outorgado(s) O’//W .

Bolsista

Profa. Dra.

Pela Instituicdo Sede

Jrientador ou SupeHsor

St Pl

de Jesus Andreoli Pinto
FCFIUSP

Outorgante

Wt Fync. 73242 —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/FCF/USP

s

Ascencgao Bela Antonio Molinari

Por Procuragao

Joagquim José de Camargo Engler

Diretor Administrativo




Anexo VI - Fichado Aluno (JANUS — USP) e Curriculo Lattes



