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RESUMO

SANTOS, J. F. Células-tronco mesenquimais em modelo de pele humana
reconstruida in vitro: aplicabilidade na engenharia tecidual. 2022. 146f. Tese
(Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2022.

A epiderme, camada mais superficial da pele, € composta por queratindcitos, que
proliferam na camada basal e, a medida que sé&o impelidos para as camadas mais
superficiais, se diferenciam e expressam proteinas estrato-especificas. Em caso de
traumas na pele, a homeostase epidérmica é afetada, sendo necessarias abordagens
clinicas para seu restabelecimento. A engenharia tecidual € uma importante estratégia
para a regeneracao da pele, sendo o uso de células-tronco mesenquimais (CTM) do
corddo umbilical, interessante na terapia celular. Esse projeto avaliou o potencial de
transdiferenciacdo das CTM do corddo umbilical em queratinécitos em modelos
tridimensionais (3D) de pele in vitro, utilizando os equivalentes dérmicos: i) colageno
tipo | e fibroblastos dérmicos, ii) matriz descelularizada, iii) scaffold comercial, iv) tela
absorvivel comercial. Foi investigada a expressédo das proteinas epidermais CQ5,
CQ10, involucrina e filagrina, por imunofluorescéncia e PCR em tempo real, além da
atividade das KLK na hidrolise de substratos fluorogénicos. Também foram
investigados, por PCR Array, genes envolvidos na cicatrizacdo, expressos em
modelos de pele 3D com CTM, além de sua modulacao no caso de ferida na pele. Os
resultados, apesar de n&o indicarem uma epiderme tipicamente estratificada,
mostraram expressao dos marcadores CQ5, CQ10, involucrina e filagrina, bem como
0 aumento da atividade de KLK nos equivalentes epidérmicos constituidos de CTM,
em todos substitutos dérmicos usados, indicando comprometimento das CTM
induzidas com a transdiferenciagdo epidermal. A analise dos genes colageno I, lll,
XIV, além de IGF-1 e TGF-B3, expressos por CTM em modelos de pele 3D sugere
seu envolvimento na fase de remodelamento do processo cicatricial. Os modelos
propostos, tanto para investigar a transdiferenciacdo epidermal das CTM, como seu
envolvimento no processo de cicatrizagéo, indicam sua aplicabilidade para uso na
pesquisa com vistas ao seu aprimoramento e exploracdo em estratégias de medicina
regenerativa.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais (CTM), modelo de pele 3D,

substitutos dérmicos, biomateriais, cicatrizagdo.
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ABSTRACT

SANTOS, J. F. Mesenchymal stem cells in an in vitro reconstructed human skin
model: applicability in tissue engineering. 2022. 146f. Thesis (Doctorate in
Biotechnology) — Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo,
2022.

The epidermis, the most superficial layer of the skin, is composed of keratinocytes,
which proliferate in the basal layer and, as they are pushed to the more superficial
layers, differentiate and express stratum-specific proteins. In case of skin trauma,
epidermal homeostasis is affected, requiring clinical approaches to restore it. Tissue
engineering is an important strategy for skin regeneration, and the use of
mesenchymal stem cells (MSC) from the umbilical cord is interesting in cell therapy.
This project evaluated the transdifferentiation potential of umbilical cord MSCs into
keratinocytes in three-dimensional (3D) skin models in vitro, using the dermal
equivalents: i) type | collagen and dermal fibroblasts, ii) decellularized matrix, iii)
commercial scaffold, iv) commercial absorbable mesh. The expression of epidermal
proteins cytokeratin 5, 14 and 10, involucrin and filaggrin was investigated by
immunofluorescence and/or real-time PCR, in addition to the activity of KLK in the
hydrolysis of fluorogenic substrates. Genes involved in healing, expressed in 3D skin
models with MSC, were also investigated by array PCR, in addition to their modulation
in the skin wounds cases. The results, despite not indicating a typically stratified
epidermis, showed expression of epidermal markers CK5, CK14, CK10, involucrin and
filaggrin, as well as increased KLK activity in the epidermal equivalents made up of
MSC, in all dermal substitutes used, indicating impairment of induced MSC with
epidermal transdifferentiation. The analysis of collagen I, Ill, XIV genes, in addition to
IGF-1 and TGF-B3, expressed by MSC in 3D skin models, suggests their involvement
in the remodeling phase of the healing process. The proposed models, both to
investigate the epidermal transdifferentiation of MSC, and their involvement in the
healing process, indicate their applicability for use in research with a view to their

improvement and exploration in regenerative medicine strategies.

Keywords: mesenchymal stem cells (MSC), 3D skin model, dermal substitutes,

biomaterials, wound healing.



18

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Camadas da pele. A pele é constituida, essencialmente, por trés camadas:
1) Epiderme — camada externa que esta em contato direto com o ambiente; 2)
Derme — camada interna; 3) Tela subcutanea — camada que esta sob a derme. 1

Figura 2 - Estrutura da epiderme. A epiderme é constituida por quatro estratos: basal,
espinhoso, granuloso e corneo. No estrato basal, sédo expressas as CQ5 e CQ14,
enquanto que no estrato espinhoso, encontram-se as CQ1 e CQ10. No estrato
granuloso, as células apresentam granulos queratoialinos que contém filagrina,
involucrina e loricrina, além da expresséao das calicreinas KLK5, KLK6 e KLK7. O
estrato corneo representa a primeira linha de barreira da pele, sendo constituido
por células anucleadas chamadas de cornedcitos. Nesse estrato, verifica-se a
presenGa de filAgINA. .........ooiiiiiiiiiiiiieeeeee e 3

Figura 3 - Organograma geral das vertentes investigadas nesse projeto. ................ 12

Figura 4 — Modelo experimental para estabelecimento de epiderme estratificada
utilizando colageno | e fibroblastos como suporte dérmico. Apds gelatinizacdo do
plug de colageno, as CTM ou queratinécitos foram cultivados durante 1 ou 10 dias
em diferentes meios. ApGs esse periodo, as células foram expostas a IAL por
diferentes PeriodOS. ........ciiiii i ————————— 19

Figura 5 — Modelo experimental para estabelecimento de epiderme estratificada
utilizando CellFate® como SupPOrte dErmiCO.........ceueeeeriiriiriiiiiieeee e e eiiiieeeeeeenns 20

Figura 6 — Esquema de montagem das peles nos grupos “sem ferida” e “com ferida”
para analise de expresséo génica por PCR Array — Wound healing................. 27

Figura 7 - Esquema do processo de electrospinning para confec¢cado dos scaffolds.
Deposicao dupla dos polimeros sintético (PCL) e natural (gelatina de peixe) pelo
processo de eletrofiagdo horizontal. ... 29

Figura 8 - Morfologia das CTM do cordédo umbilical apds 7 dias de descongelamento.
(A) As células apresentaram-se como uma populagdo com forma fibroblastoide,
(B) com nucleo e nucléolos evidentes (setas amarelas). Aumento de 50 x em (A)
LT 00 = o 1 T (= ) T 31

Figura 9 - Imunofenotipagem das CTM por citometria de fluxo. Histogramas e Density
Plots mostram as células marcadas positivamente para (A) anti-CD105-PE, (B)
anti-CD73-PE, (C) anti-CD44-FITC, (D) anti-CD29-PE e (E) anti-CD90-PE, que
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sdao antigenos de superficie expressos em CTM; e negativamente para (F) anti-
CD34-PerCP e (G) anti-CD31-PE, antigenos de superficie presentes em células-
tronco hematopoiéticas e endoteliais, respectivamente, ndo expressos em CTM.
O pico em azul refere-se as células ndo marcadas (controle) incubadas somente
com o anticorpo secundario conjugado com o mesmo fluoréforo do anticorpo
<] 0111 o 32
Figura 10 - Diferenciacdo das CTM em adipdcitos. Apos 21 dias, CTM meio especifico
para diferenciagdo adipogénica foram coradas com corante Oil Red, tendo os
lipidios intracelulares marcados (setas amarelas) nas células diferenciadas (B),
sendo 0os mesmos ausentes no controle (A). Aumento de 100 X. ..........ccceeeeenns 35
Figura 11 - Diferenciacdo das CTM em condrécitos. Em células cultivadas durante 21
dias em meio especifico para diferenciagcdo condrogénica apresentaram
morfologia mais arredondada, aumento do conteddo nuclear em relagdo ao
citoplasma, além do enfileiramento, visualizados em fibras cartilaginosas (B).
Essas mudangas n&o foram observadas no controle (A). Aumento de 50 x em (A)
LI 0[O = o ) T (= ) TN 36
Figura 12 - Diferenciacdo das CTM em ostedcitos. Células cultivadas em meio
especifico para diferenciacdo osteogénica durante 21 dias, apresentaram
calcificacbes extracelulares identificada pela presenca de fosfato de calcio na
matriz extracelular (setas pretas). evidenciada pela coloracdo de Von Kossa (B).
No controle, essas calcificagdes n&o foram identificadas (A). Aumento de 100 x
€M (A) € 200 X €M (B). .uuuuiieeeeiieeeeiee e 36
Figura 13 - Fotomicrografia de CTM induzidas a diferenciacdo epidermal sobre
equivalente dérmico. Queratinocitos basais cultivados por 1 dia em KGM (A e B)
foram usados como controle positivo para epiderme estratificada. As CTM
cultivadas, previamente, em DL10 foram cultivadas sobre equivalente dérmico
composto por colageno e fibroblastos (setas pretas) por 1 dia, em meio para
cultivo de queratindcitos KGM (C e D), KSFM (E e F) ou KGM/KSFM 1:1 (G e H),
ou meio de proliferagédo DL10 (I e J). Apos 1 dia de cultivo imerso, as células
foram expostas a IAL por 10 dias em meio RAFT. As CTM apresentaram fenotipo
de tecido conjuntivo frouxo (setas amarelas), além da presenca de vacuolos
(setas vermelhas), caracteristicos de tecido adiposo, em todas as potenciais
epidermes formadas. A epiderme controle obtida a partir de queratinécitos basais

apresentaram todas as camadas epidérmicas (CB, CE, CG, CC). Coloragéo de
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hematoxilina-eosina. Aumento de 100 x (A, C, E, G, 1) e 200 x (B, D, F, H, J). Seta
preta: fibroblastos; Seta amarela: matriz extracelular; Seta vermelha: tecido
esponjoso; E: epiderme; D: derme; CB: camada basal; CE: camada espinhosa;
CG: camada granulosa; CC: camada COMEa.............uuurrururrmmmmnnrinnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 38
Figura 14 - Fotomicrografia das CTM pré-cultivadas em KSFM por 4 dias e induzidas
a diferenciacéo epidermal sobre o equivalente dérmico. As CTM foram cultivadas
sobre o equivalente dérmico de colageno com fibroblastos por 1 dia, em meio
KGM (A e B) ou KSFM (C e D). Apos 1 dia de imerséo, as células foram expostas
a IAL por 10 dias. Observa-se grande quantidade de matriz extracelular (setas
amarelas), principalmente nas amostras constituidas por CTM induzidas a
diferenciacdo com meio KGM. Ainda, em algumas regides, observa-se a
presenca de vacuolos ndo corados (setas vermelhas), que dao aspecto
esponjoso ao tecido. Coloracdo de Hematoxilina-eosina. Aumento de 100 x (A, C,
E,G)e 200 X (B, D, F, H). D: derme. .....ccccoeeeeiiiiiiiice e 40
Figura 15 - Fotomicrografia das CTM induzidas a diferenciacdo epidermal sobre
equivalente dérmico com 10 dias de periodo de imersédo. As CTM foram cultivadas
sobre o equivalente dérmico de colageno com fibroblastos durante 10 dias em
meio KGM (C e D), KSFM (E e F), RAFT (G e H) ou DL10/KSFM (I e J).
Queratindcitos basais cultivados imersos por 1 dia em KGM (A e B) foram usados
como controle positivo. Apds o periodo de imersédo, as células foram expostas a
IAL por 10 dias. As CTM induzidas a diferenciacdo epidérmica apresentaram
fendtipo tipico de tecido conjuntivo frouxo, grande producdo de matriz extracelular
(setas amarelas), além da presenca de vacuolos ndo corados (setas vermelhas).
Ainda, as CTM cultivadas em KSFM proliferaram em direcdo ao equivalente
dérmico. Coloragdo de hematoxilina-eosina. Aumento de 200 x (A, C, E, G, I, K)
€400 X (B, D, Fy H, J, L) eeeiiiiiii ittt 43
Figura 16 - Expressdo de CQ10 por imunofluorescéncia nas epidermes formadas
sobre equivalente dérmico de colageno e fibroblastos. Apos 10 dias de exposicao
em IAL, as CTM cultivadas no periodo de imersao em meio KGM (C), KSFM (D),
RAFT (E) e DL10/KSFM (F) apresentaram discreta marcagéo para CQ10, que
ndo é observada em CTM cultivadas em meio de proliferacdo DL10 (B). Essa
proteina é expressa nos estratos suprabasais da epiderme formada por

queratindcitos (A). AUMENTO A€ 200 X. ..oeeeveveeiiiiiieeeeeeeeeeeeere e e e e e 45
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Figura 17 - Separacao manual da epiderme e derme (controle positivo). Apos 10 dias
de exposicao a IAL, a epiderme (seta amarela), caracterizada por uma pelicula
transparente, foi separada da derme (seta vermelha), manualmente, com auxilio
de uma pinga, para analiSeS POSLEIIOrES. .........uuuiiiiieeeeiiiiiiiiiee e 46

Figura 18 - Atividade de KLK5, KLK6 e KLK7 na epiderme e derme. A atividade
enzimatica de KLK5 (A), KLK6 (B) e KLK7 (C) foi detectada na hidrdlise de
substratos FRET pelas proteinas presentes nos extratos de epiderme
(queratindcitos basais) e derme (fibroblastos), em diferentes periodos (4, 7, 10
dias) de IAL. De modo geral, a atividade de KLK na epiderme foi superior a derme.
As diferencas foram analisadas por ANOVA + poOs-teste de Bonferroni e
consideradas estatisticamente diferentes com p<0,05(*), p< 0,01(**) e p<0,001
(***), quando comparadas a derme no mesmo periodo de cultivo. UAF: unidade
arbitraria de fluorescéncia; ptn: Proteinga; .........cccuvvvvrvvmrrmuiiiiiiiiiii. 47

Figura 19 - Caracterizagdo da atividade de KLK5 e KLK7 com o uso de inibidores. A
caracterizacdo da atividade de KLK5 (A) e KLK7 (B) foi realizada por meio
deteccado de sua atividade residual na presenca dos inibidores SBTI e aprotinina
para KLK5 e TPCK para KLK7. Controle: CTM cultivadas bidimensionalmente em
KSFM por 11 dias. KLK: calicreina tecidual; SBTI: Inibidor de tripsina de soja;
TPCK: tosil-fenilalanil-clorometil Cetona. .............uuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiaes 48

Figura 20 - Atividade de KLK5, KLK6 e KLK7 nas CTM induzidas a diferenciacéo
epidérmica apos 1 ou 10 dias de imersédo. As CTM foram cultivadas por 1 (A, C e
E) ou 10 (B. D, e F) dias em diferentes meios de diferenciagdo ou DL10 e expostas
a IAL por 10 dias. A atividade enzimatica de KLK5 (A e B), KLK6 (C e D) e KLK7
(E e F) nos extratos celulares foi determinada na hidrdlise de seus respectivos
substratos. Epi CTR: epiderme controle formada a partir de queratindcitos basais.
ns: sem diferenca significativa. p<0,05(*), comparada ao controle. KLK: calicreina
tecidual; UAF: unidade arbitraria de fluorescéncia; min: minuto; ptn: proteina. .49

Figura 21 - Expressao de CQ14 em peles formadas por CTM e células 2D. As CTM
foram cultivadas em meio DL10 ou KGM/RAFT por 4, 7 e 10 dias (A). CTM,
fibroblastos e queratindcitos mantidos em meio para cultura 2D também foram
analisados, assim como pele controle 3D. A expressao foi normalizada pela do
gene constitutivo GAPDH e analisada em relacéo as células cultivadas em DL10

no primeiro dia. (*) Diferente em relacéo a pele CTM DL10 no mesmo periodo de
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cultivo (p<0,05).($$) Diferente em relacéo ao dia 4. ns: sem diferenca significativa.

Figura 22 - Expressao de CQ10 em peles formadas por CTM e células 2D. (A)CTM
cultivadas em DL10 ou KGM/RAFT por 4, 7 e 10 dias. (B) CTM, fibroblastos e
queratinécitos cultivados em 2D e pele controle 3D. A expresséao foi normalizada
pela do gene constitutivo GAPDH e analisada em relacdo as peles com CTM
cultivadas em DL10 no primeiro dia. (**) Diferente em relacdo ao DL10 no mesmo
periodo de cultivo (p<0,01). ($$3$) Diferente em relacédo a pele CTM DL10 dia 4
(PS0O,000). it e e e a e e e e e e e e raaaaas 52

Figura 23 - Expressao de involucrina em peles formadas por CTM e células 2D. (A)
Peles com CTM cultivadas em DL10 ou KGM/RAFT por 4, 7 e 10 dias em IAL. (B)
CTM, fibroblastos e queratindcitos cultivados em 2D, e pele controle 3D. A
expressdo foi normalizada pela do gene constitutivo GAPDH e analisada em
relacdo as peles com CTM cultivadas em DL10 no primeiro dia. (***) Diferente em
relacdo a pele CTM DL10 no mesmo periodo de cultivo (p<0,001); ($$$) Diferente
em relacdo a pele CTM DL10 dia 4 (p<0,001). .....uuvrrmmmmmmmmimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnennns 53

Figura 24 - Expressao de filagrina em peles formadas por CTM e em células cultivadas
em 2D. (A) CTM cultivadas em DL10 ou KGM/RAFT por 4, 7 e 10 dias. (B) CTM,
fibroblastos e queratindcitos cultivados em 2D e pele controle 3D. A expressao foi
normalizada pela do gene constitutivo GAPDH e analisada em relagdo as peles
com CTM cultivadas em DL10 no primeiro dia. (*) Diferente em relacdo ao DL10
no mesmo periodo de cultivo (P<O,01)......cccueiiiiiiiieeee e 54

Figura 25 - Fotografia das peles com CTM sobre colageno ou MatriXpec™ apds 1 dia
de imersdo. As CTM foram cultivadas como equivalente epidérmico (linha
tracejada) sobre o colageno ou MatriXpec™, e induzidas ou nao a diferenciagéo
em DL10 ou KGM/RAFT, respectivamente. E possivel observar grande contrac&o
do MatriXpec™ quando as CTM sao cultivadas sobre ele em DL10 (seta amarela),
fendmeno néo identificado quando essas células sao cultivadas em KGM/RAFT
sobre 0 MesmMOo SUPOITE (St Preta). .......uuuuuuuuurueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeebeeaeeeeaees 55

Figura 26 - Fotomicrografia das CTM cultivadas como equivalente epidérmico sobre
matriz de colageno ou MatriXpec™. Apos 10 dias de IAL, as CTM cultivadas sobre
equivalente dérmico composto por colageno (A e B) ou MatriXpec™ (C e D) em
DL10 (A e C) ou KGM/RAFT (C e D). De maneira geral, as células apresentaram
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fendtipo tipico de tecido conjuntivo frouxo. Ainda, as CTM cultivadas em DL10
sobre o MatriXpec™ migraram/proliferaram em diregcdo a esse equivalente
dérmico (C), diferentemente de quando s&o cultivadas sobre o colageno (A).
Coloragéao de hematoxilina-eosina. Aumento de 200 X. .......ccevveeeeiiieeiiiininennennn. 56
Figura 27 - Expressdao de CQ5 detectada por imunofluorescéncia nas epidermes
formadas a partir de cultivo de CTM sobre equivalente dérmico. (A) CTM
cultivadas em DL10 em matriz de colageno; (B) CTM induzidas a diferenciacéo
em matriz de colageno; (C) CTM cultivadas em DL10 em MatriXpec™; (D) CTM
induzidas a diferenciagdo em MatriXpec™. Aumento de 200 X. .........cceevvrvvnnnn. 57
Figura 28 - Expressdo de CQ10 detectada por imunofluorescéncia nas epidermes
formadas a partir de cultivo CTM sobre equivalente dérmico. (A) CTM cultivadas
em DL10 em matriz de colageno; (B) CTM induzidas a diferenciacdo em matriz
de colageno; (C) CTM cultivadas em DL10 em MatriXpec™; (D) CTM induzidas a
diferenciacdo em MatriXpec™. Aumento de 200 X. .........cvvveieiiieeeiiiieiiiiiieieeeen, 58
Figura 29 - Expresséao de involucrina detectada por imunofluorescéncia nas epidermes
formadas a partir cultivo de CTM sobre equivalente dérmico. (A) CTM cultivadas
em DL10 em matriz de colageno; (B) CTM induzidas a diferenciagcdo em matriz
de colageno; (C) CTM cultivadas em DL10 em MatriXpec™; (D) CTM induzidas a
diferenciacao em MatriXpec™. Aumento de 200 X. .......ccooeveeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeninns 59
Figura 30 - Atividade de KLK5 e KLK7 nas CTM induzidas a diferenciacao epidérmica
sobre colageno ou MatriXpec™. Atividade enzimatica de (A) KLKS e (B) KLK7
determinada na hidrolise de seus respectivos substratos, em CTM cultivadas
sobre o equivalente dérmico de colageno ou MatriXpec™. p<0,01 (**) e
p<0,001(***) Diferenca comparada a CTM cultivadas com DL10 sobre o mesmo
suporte dérmico. KLK: calicreina tecidual; UAF: unidade arbitraria de
fluorescéncia; min: minuto; Ptn: ProteiNa...........ccooiiviiiiiiiii e, 60
Figura 31 - Fotomicrografia dos queratinécitos cultivados sobre a matriz CellFate® ou
transwell. (A)Queratinécitos basais cultivados sobre o CellFate® (A/B) ou sobre 0
transwell (C/D) em meio de diferenciacéo e expostos a IAL por 10 dias. Em ambos
suportes, as células foram capazes proliferar e formar uma estrutura estratificada,
apresentando as camadas: basal (setas roxas), espinhosa (setas laranjas),
granulosa (setas amarelas) e cérnea (setas azuis). Coloracdo de hematoxilina-
eosina. Aumento de 100 X (A e C) € 200 X (B € D). coeeevveevveeniiiiieeeiieeeiiiiiee e 61
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Figura 32 - Fotomicrografia das CTM cultivadas sobre a matriz CellFate®. CTM
cultivadas em meio de proliferacéo (A/B) ou diferenciacdo (C/D) e expostas a IAL
durante 10 dias. As CTM cultivadas em meio de proliferacdo apresentaram
caracteristicas de tecido conjuntivo (B, setas pretas), com células dispersas em
matriz extracelular, e foram capazes de contrair a matriz (A, seta vermelha).
Quando induzidas a diferenciacéo, as CTM secretaram matriz extracelular tipica
de diferenciacdo osteogénica nas extremidades (D, setas cinzas) ou
apresentaram-se com nucleos alongados e organizadas em feixes multiparalelos
(1D, setas verdes). Coloracdo de hematoxilina-eosina. Aumento de 100 x (A, C)
€ 200 X (B, D). toeeeeiiiiiiiite et aa e 63

Figura 33 - Expressdo de CQ10 por imunofluorescéncia em equivalentes epidérmicos
cultivados sobre o CellFate® ou transwell. (A) CTM cultivadas sobre o CellFate®
em meio de proliferacdo ou (B) diferenciacdo e expostas a IAL por 10 dias. (C)
Queratindcitos cultivados sobre o CellFate(r) ou (D) transwell, em modelo de
RHE. Linha pontilhada: delimitacdo entre camada basal e suprabasal. Setas
brancas: queratindcitos negativos para CQ10. Aumento de 100 x (A, B) e 200 x

Figura 34 - Atividade de KLK 5 e KLK7 nos extratos das CTM cultivadas sobre o
CellFate® ou transwell. As CTM foram cultivadas por 10 dias em IAL em DL10 ou
RAFT sobre a matriz CellFate® ou sobre a membrana polimérica transwell. A
atividade enzimética de (A) KLK5 e (B) KLK7 presente nos extratos celulares foi
determinada na hidrdlise de seus respectivos substratos. As diferencas foram
consideradas estatisticamente diferentes com p<0,001(***), comparadas ao
cultivo em DL10 ou RAFT no mesmo periodo, e p<0,001 ($$$), p<0,01 ($$) ou
p<0,05 ($) quando comparadas ao cultivo sobre o CellFate® ou transwell no
mesmo periodo. KLK: calicreina tecidual; UAF: unidade arbitraria de
fluorescéncia; Min: MINUEO.........coooeiiiiiii e, 65

Figura 35 - Fotomicrografias das CTM cultivadas sobre a matriz Integra® em DL10.
CTM foram cultivadas por 1 (A-C), 7 (D-F) e 10 (G-I) dias em IAL em DL10
(controle negativo). Marcacdo azul: nucleos celulares. Linha tracejada:
delimitagdo da matriz dérmica. Setas brancas: proliferagdo celular acima da

Matriz. AUMENTO A€ 100 X. covuienieeeiee ettt 67
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Figura 36 - Fotomicrografias das CTM cultivadas sobre a matriz Integra® em KSFM.
CTM foram induzidas a diferenciacdo epidermal pelo cultivo em KSFM por 1 (A-
C), 7 (D-F) e 10 (G-l) dias em IAL. Marcagédo azul: nucleos celulares corados com
o corante Hoesch 33342. Linha tracejada: delimitacdo da matriz dérmica. Setas
brancas: migracao/proliferacdo celular em direcdo ao equivalente dérmico. IAL:
interface ar-liquido. AUMENLO de 100 X....ooeeeeeieiieiiiiiiiie e 68
Figura 37 - Atividade de KLK 5, KLK6 e KLK7 nos extratos das CTM cultivadas sobre
a matriz Integra®. A atividade enzimatica de (A) KLK5, (B) KLK6 e (C) KLK7 foi
guantificada nas CTM cultivadas por até 11 dias em DL10 ou KSFM.
Estatisticamente significativo para (***)p<0,001 e (**) p<0,01, comparadas ao
cultivo em DL10 no mesmo periodo. KLK: calicreina tecidual; UAF: unidade
arbitraria de fluorescéncia; ptn: ProteiNa. .........ceeeiieeeeiiiieicce e 69
Figura 38 - Genes envolvidos na cicatrizacdo modulados nas peles contendo CTM
induzidas a diferenciacdo, com ou sem ferida. Ap6s 10 dias de IAL, ou 6 dias de
exposicao a ferida, as CTM cultivadas em RAFT foram avaliadas quanto seu perfil

de expressao de genes envolvidos na cicatrizacdo, comparadas a pele controle.

Figura 39 - Genes envolvidos no processo cicatrizacdo modulados nas peles contendo
CTM néo induzidas a diferenciacdo, com ou sem ferida. Ap6s 10 dias de IAL, ou
6 dias de exposicao a ferida, as CTM cultivadas em DL10 foram avaliadas quanto
seu perfil de expressao de genes envolvidos na cicatrizagdo, comparadas a pele
(o0 10 ] 73
Figura 40 - Genes envolvidos no processo cicatrizacdo modulados nas peles contendo
CTM induzidas ou nao a diferenciagdo epidermal, com ou sem ferida. Apos 10
dias de IAL, ou 6 dias de exposicao a ferida, as CTM cultivadas em RAFT foram
avaliadas quanto seu perfil de expressédo de genes envolvidos na cicatrizacao,
comparadas as CTM cultivadas em DL10..........ccoovviiiiiiiiiiieccci e 74
Figura 41 - Genes modulados no processo cicatrizagdo quando as peles contendo
CTM ou queratinOCItoS SA0 fErdas. .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 75
Figura 42 - Imagens de MEV das fibras de PCL/gelatina produzidas pelo processo de
electrospinning. Morfologia das fibras antes (A) e apos (B) o processo de
reticulag@o com vapor de GTA 5%0......ccuivviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 76
Figura 43 - Viabilidade apos exposicao das células com os extratos de PCL/gelatina.

Células HFFF2 foram incubadas com o extrato dos scaffolds, em diferentes
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concentracdes (100, 50 e 25%), por 24 e 72 h. Os dados estdo expressos em
termos dameédia £ EP (N=3). oo 77
Figura 44 - Imagens de MEV dos scaffolds com as células. Fibroblastos dérmicos
HFFF2 cultivados sobre scaffolds de PCL/gelatina por 3 dias, identificados por
projecdes eletrodensas sobre as nanofibras (setas brancas). Aumento de 500 x
(AN R4 000G { = ) TP 78
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1. INTRODUCAO

A pele é o manto de revestimento do organismo, indispenséavel a vida, e forma
uma interface de autorrenovacao e auto-reparacao entre o organismo e o ambiente,
protegendo-o contra danos mecanicos, quimicos, osmoticos e térmicos, além de
fornecer uma barreira eficaz contra a invasdo microbiana (DABROWSKA;
MIELCAREK; NOWAK, 2018). Ela é constituida essencialmente, por trés camadas:
epiderme, derme e tela subcutanea (Figura 1).

Figura 1 - Camadas da pele. A pele é constituida, essencialmente, por trés camadas: 1)
Epiderme — camada externa que esta em contato direto com o ambiente; 2) Derme — camada
interna; 3) Tela subcutanea — camada que esté sob a derme.

Camadas da Epiderme

Estrato Corneo
— - Filagrina
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™ - Involucrina, KLK5, KLK7
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Fonte: Adaptado de http://www.mayoclinic.org/basic-skin-layers/img-20006377.

A epiderme é a camada externa que esta em contato direto com 0 meio
ambiente. Ela é formada por um arranjo ordenado de células denominadas
gueratinécitos, que se dispdem em estratos ou camadas, as quais, de dentro para
fora, recebem os nomes de germinativa ou basal, espinhosa, granulosa e cornea
(TEZUKA; TAKAHASHI; KATSUNUMA, 1992).



Na camada basal, os queratindcitos proliferam continuamente enquanto nao
iniciam o processo de diferenciacdo. Ao iniciarem o processo de diferenciacao
terminal, essas células passam por mudancas morfoldgicas e bioquimicas a medida
que sao impelidas, sucessivamente, para as camadas mais superficiais pela
producado de novas células (ECKERT; CRISH; ROBINSON, 1997).

Ao deixarem a camada basal, as células passam a se conectar por estruturas
de adesdo chamadas de desmossomos, que conferem resisténcia mecanica a pele
e dao um aspecto espinhoso a regido, formando a camada espinhosa. Acima dessa
camada estd a camada granulosa, na qual os queratindcitos possuem formato
retangular com citoplasma contendo granulos de querato-hialina, precursores da
gueratina que irdo compor a camada cOrnea. Estima-se que a epiderme humana se
renove de 15 a 30 dias (KOSTER; ROOP, 2007).

Durante a diferenciacdo terminal, os queratinécitos expressam diferentes
tipos de proteinas, dentre elas, a involucrina, a filagrina e as citoqueratinas (CQ)
(RAWLINGS et al., 1994). As CQ apresentam distribuicdo especifica para cada
estrato da epiderme, o que permite serem utilizadas como marcadores de
diferenciacdo (POLAKOWSKA; HERTING, GOLDSMITH, 1991; HUANG et al.,
2016). Enquanto as CQ5 e CQ14 sao expressas na camada basal, as CQ1 e CQ10
aparecem na camada espinhosa (Figura 2), o que indica o inicio do processo de
diferenciacdo (POLAKOWSKA, HERTING, GOLDSMITH et al., 1991; CANDI et al.,
2002; MASRI et al., 2022). As maiores mudancas ocorrem durante a transicdo das
células da camada granulosa para a cornea.

A camada cornea é composta por células totalmente diferenciadas, os
cornedcitos, em que a acdo combinada de diferentes enzimas resulta na perda do
ndcleo e de outras organelas, restando apenas uma rede complexa de proteinas e
lipideos. Embora os eventos moleculares envolvidos na perda do nucleo e nas
alteracdes morfolégicas observadas nos queratindcitos ainda nao sejam
completamente compreendidos, sabe-se que ha uma intensa atividade proteolitica
nesse processo (SANTOS et al., 2019).

A involucrina € a mais comum, se nao obrigatéria, proteina do envelope
cornificado. Ela possui varios residuos de glutamina (Q) que participam na formacao
de ligacBes isopeptidicas covalentes (RICE; GREEN, 1979). Sua expresséo se da

no inicio do estrato espinhoso e se mantém até o granuloso.



Figura 2 - Estrutura da epiderme. A epiderme é constituida por quatro estratos: basal,
espinhoso, granuloso e corneo. No estrato basal, sdo expressas as CQ5 e CQ14, enquanto
gue no estrato espinhoso, encontram-se as CQ1 e CQ10. No estrato granuloso, as células
apresentam granulos queratoialinos que contém filagrina, involucrina e loricrina, além da
expressdo das calicreinas KLK5, KLK6 e KLK7. O estrato cérneo representa a primeira linha
de barreira da pele, sendo constituido por células anucleadas chamadas de cornedcitos.
Nesse estrato, verifica-se a presenca de filagrina.
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Fonte: Adaptado de https://www.123rf.com/photo_17432855 epidermis-of-the-skin.html

Além da involucrina, a filagrina também é muito importante no processo de
diferenciacdo terminal das células, pois esta diretamente envolvida na integridade
da barreira cutanea. Monémeros de filagrina participam na organizacéo das lamelas
gue formarédo a camada cOrnea, de modo que fiquem paralelamente compactadas e
auxiliem na manutencdo da homeostase da pele (CARDILI et al., 2013).

Além dessas proteinas, nas camadas mais superficiais da epiderme, ha uma
familia de enzimas que compreende as calicreinas teciduais (KLK), as quais estao

envolvidas na descamacao da pele. As calicreinas mais ativas na pele sdo a KLK7
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ou SCCE (do Inglés, Stratum Corneum Chymotryptic Enzyme) e a KLK5 ou SCTE
(do Inglés, Stratum Corneum Tryptic Enzyme) (BRATTSAND et al.,, 2005;
KOMATSU et al., 2005; KOMATSU et al., 2007), e sdo responsaveis por clivar as
proteinas que compdem os corneodesmossomos (SIMON et al., 2001; CAUBET et
al., 2004; NAUROY; NYSTROM, 2019).

A expressao de KLK5 e KLK7 esté restrita a camada granulosa da epiderme
saudavel. Essas enzimas sdo encontradas nos granulos lamelares que liberam os
seus conteudos para o espaco extracelular, na interface entre os estratos granuloso
e corneo. Sua expressdo esta associada ao processo de cornificacdo (ISHIDA-
YAMAMOTO et al., 2004; NAUROY; NYSTROM., 2019).

No processo de diferenciacdo epidérmica, todas essas proteinas sao
expressas de maneira orquestrada até que ocorra a descamacdo das camadas
mais superficiais da epiderme. Além disso, é essencial que o processo de
proliferacdo dos queratindcitos esteja em equilibrio com a descamacao da camada
cérnea (HUANG et al., 2016). Contudo, em determinadas condi¢cfes patoldgicas ou
traumas da pele, como é o caso de queimaduras, a dindmica entre 0s processos de
proliferacdo e diferenciacdo epidérmica € afetada, podendo ocorrer perda da
funcionalidade da pele. Ainda, em casos de traumas graves, nos quais as regides
mais profundas da derme séo atingidas, um distarbio no processo de cicatrizacao
pode requerer um tempo maior para o fechamento da ferida, ou levar a cicatrizes
excessivas resultando em uma pele com caracteristicas diferentes da saudavel
(PHILIPS et al., 2016; SORG et al., 2017).

A cicatrizacdo de feridas envolve quatro fases distintas, mas que se
sobrepbem entre si, sendo elas: hemostatica, inflamatoria, proliferativa e
remodelacao tecidual. De maneira geral, na fase hemostatica, as células sanguineas
impedem a perda de sangue no local da leséo, e liberam uma variedade de fatores
gue atraem neutrofilos para o local, iniciando a fase inflamatoria. Os neutrofilos, além
de outras células do sistema imune, migram para o local da lesdo, protegendo-a
contra a invasao de patdgenos, além de auxiliar no recrutamento de células
cutaneas que promoverao o reparo tecidual. Nessa fase, chamada proliferativa,
ocorre producao de matriz extracelular (MEC), que contribuira para o fechamento da
ferida. Por fim, o colageno produzido na MEC amadurece, na chamada fase de
remodelamento, e o local da ferida comeca a assemelhar-se a pele saudavel. Todas

as fases requerem a coordenacéao funcional entre diferentes tipos de células, sejam



elas epidérmicas, dérmicas, endoteliais e imunes, para garantir 0 sucesso no
processo de restauracao tecidual (BALBINO et al., 2005; HAN; CEILLEY, 2017).

Uma das feridas de pele mais frequente no mundo sdo as queimaduras.
Estima-se que 180.000 mortes a cada ano sejam causadas por queimaduras e,
guando néo fatais, elas sdo uma das principais causas de morbidade que incluem
hospitalizagdo prolongada (OMS, 2018). Em 2004, quase 11 milhdes de pessoas
no mundo sofreram queimaduras a ponto de necessitarem de atencdo médica
(OMS, 2018). Entre os anos de 2008 a 2014, houve 129.858 casos de internacdes
no Sistema Unico de Saude por queimaduras (CITRON et al.,, 2018). As
manifestacdes fisicas, psicolégicas e psicossociais decorrentes da gravidade da
gueimadura podem comprometer a qualidade de vida dos pacientes no curto e
longo prazo, sendo um importante problema de saude publica (WASIAK et al., 2014;
ECHEVARRIA-GUANILO et al., 2016).

Atualmente, a engenharia de tecidos tem sido importante aliada no
tratamento de queimaduras graves, tanto para incorporar substitutos de pele, como
para propor adjuvantes que acelerem a reconstituicdo epidérmica (NOURIAN
DEHKORDI et al., 2019). Em muitos casos, sdo usados enxertos de pele,
especialmente quando as vitimas sofrem de graves lesdes que causam danos
permanentes a pele. Enxertos da prépria vitima ou aloenxertos também séao
utilizados para acelerar o processo de cicatrizagcdo. No entanto, 0s mecanismos de
cicatrizacdo das feridas apdés o transplante do aloenxerto ndo estdo bem
caracterizados (BOYCE et al., 2002; CALOMENO et al., 2015), além de n&o serem,
necessariamente, eficientes. Ainda, o uso de autoenxertos pode ndo ser viavel em
casos de pacientes muito debilitados e com extensas areas comprometidas,
limitando seu uso clinico (CHUA et al., 2016).

Adicionalmente a estratégia de transplante de pele obtidas de outros
individuos ou do proprio paciente, queratindcitos primarios tém sido utilizados em
modelos in vitro visando seu uso na engenharia tecidual nos casos de queimaduras
(COOLEN et al., 2007; ILJAS et al., 2021). Eles podem ser isolados de diversas
fontes, porém, sua limitada capacidade proliferativa e de expanséo in vitro, além de
baixo rendimento no processo de isolamento no caso de células precursoras
epidémicas, aponta para a necessidade do uso de outras fontes celulares.

Nesse contexto, emergem as ceélulas-tronco, cujo potencial de

autorrenovacdo e a capacidade de originar linhagens celulares com diferentes



funcdes tém impulsionado pesquisas sobre as aplicacdes terapéuticas dessas
células (NUNES et al., 2009; NUNES et al., 2007; NUNES; ZATZ, 2006; SANTOS
et al., 2019; ZATZ; NUNES; ZATZ, 2005).

Uma importante fonte de células-tronco é representada pelo corddo umbilical
humano (WANG et al., 2004; SANTOS et al.,, 2019), formado por componentes
hematopoiéticos e mesenquimais (CTM). A coleta dessas células envolve um
procedimento simples, seguro e indolor, dependendo apenas do consentimento
materno, o que constitui uma vantagem frente a outras fontes de células-tronco
adultas. Especificamente, as células-tronco do corddo sdo imunologicamente mais
imaturas do que de outras fontes, ocasionando, por exemplo, menor frequéncia de
doenca do enxerto contra hospedeiro, principal complicacdo pdés-transplante de
medula entre ndo-aparentados idénticos ou parcialmente idénticos (GLUCKMAN;
ROCHA, 2004; MARTIN-PIEDRA et al., 2019).

Estudos envolvendo a exploracdo das potencialidades de CTM do cordéo
umbilical mostraram que essas células sado capazes de se diferenciar em tipos
celulares derivados dos trés folhetos embrionérios, ou seja, endoderma, mesoderma
e ectoderma (NUNES et al., 2007; SANTOS et al., 2019; STEFANSKA et al., 2020).

O transplante de células-tronco para o tratamento de doencas tem-se
mostrado bem sucedido, pois, além de sua propriedade pouco imunogénica (LIN;
HOGAN, 2011), as sinalizacdes e secrecdes paracrinas das CTM proporcionam um
microambiente que estimula a regulacdo da inflamacéo, reparacéo e regeneracao de
lesbes (KIM et al., 2016). Na pele, os efeitos paracrinos das CTM também tém sido
associados a melhora na migracdo e proliferacdo de fibroblastos, macréfagos,
gueratinécitos e células endoteliais, além de promover a angiogénese em feridas
(RUSTAD et al., 2012).

Em relacéo a transdiferenciacdo das CTM em células da pele, em 2013, Bishai
et al. (2013) Demonstraram que as CTM desse tecido, quando comparadas as outras
fontes disponiveis, além de apresentarem maior potencial para a transdiferenciagéo,
de maneira geral, podem se transdiferenciar em células epidérmicas, corroborando os
dados obtidos por Martin-Piedra et al. (2019), tanto in vitro quando in vivo.

Em 2015, Chen et al. Evidenciaram a transdiferenciacdo in vitro das CTM do
corddo umbilical em queratindcitos, ao utilizarem biomateriais de colageno e quitosano
como suportes dérmicos. No modelo proposto, apesar de ser verificada a expresséo

de CQ19 e de involucrina, ndo fica claro, histologicamente, se ocorre estratificacdo da



epiderme a partir de CTM. Ainda assim, in vivo, esse arcabouco melhorou a
regeneracdo de feridas, fornecendo resultados promissores para a medicina
regenerativa.

Schneider et al. (2010) utilizaram CTM da geleia de Wharton do cordao
umbilical tratadas com acido ou 5-azacitidina, sobre equivalentes dérmicos
constituidos por colageno I/11l e fibroblastos, como um possivel modelo tridimensional
(3D) de pele. Os autores observaram que, apesar de ser observada expresséao de
pan-citoqueratina, a transdiferenciagdo nao foi acompanhada por mudancas
morfolégicas caracteristicas de queratindcitos nem pela expressdao de outros
marcadores epidermais.

Nosso grupo ja demonstrou que as CTM do corddo umbilical podem se
diferenciar em queratindcitos, apés cultivo bidimensional em meio contendo fator de
crescimento epidermal (EGF), em um processo temporalmente similar ao que ocorre
na pele humana. Durante o processo de diferenciagao, verificou-se a expressao das
CQ5, 10 e 14, e da involucrina, proteinas marcadoras da diferenciacdo epidermal,
bem como a atividade enzimatica das calicreinas teciduais, existentes nas camadas
mais diferenciadas da epiderme (SANTOS et al., 2019).

Também ja foi demonstrado que CTM derivadas da medula Ossea se
diferenciam em queratindcitos, tanto in vitro como in vivo, o que foi avaliado por meio
da presenca de diversas proteinas expressas em queratingcitos. Essas células, além
da capacidade de se transdiferenciar, recrutaram outros queratinécitos por meio da
sinalizacdo de diferentes quimiocinas, auxiliando na reparacao de feridas na pele
(SASAKI, et al., 2008; LI et al., 2015).

Nessa mesma linha, também foi mostrado que CTM do tecido adiposo, quando
co-cultivadas com queratinécitos humanos ou com meio condicionado obtido de
gueratindcitos, passaram a expressar marcadores de queratindcitos como involucrina,
CQ5 e 10 (CHAVEZ-MUNOZ et al., 2013). Este estudo demonstrou, pela primeira vez,
que as células-tronco obtidas de lipoaspirato de cirurgias possuem a capacidade de
se transdiferenciar em células do tipo queratindcito (KLC — do inglés, “keratinocyte-
like cells”), podendo formar uma epiderme estratificada. Outro estudo evidenciou que,
apos serem injetadas no tecido subcutaneo de camundongos, CTM derivadas do
tecido adiposo migraram para a pele, e se diferenciaram em KLC, sugerindo que o
microambiente € fundamental para o comportamento que as células adotam (LIN et
al., 2013; PAGANELLI et al., 2019).



Apesar de muitos avancos no uso das CTM, mais especificamente das
provenientes do corddo umbilical, para o estabelecimento de modelos 3D de
epiderme, os resultados ainda s&o controversos ou insuficientes para reproduzirem
um modelo epidérmico funcional (SCHNEIDER ET AL., 2010; CHEN et al., 2015) que
garanta a funcéo de barreira, apresente caracteristicas fenotipicas de uma epiderme
humana, na qual as proteinas marcadoras da diferenciacdo sejam expressas em uma
relacao temporal similar a que ocorre in vivo.

Para entender melhor como o microambiente pode afetar o processo de
diferenciacdo das células epidérmicas, varios meétodos tém sido utilizados, sendo
um deles o modelo animal. Apesar disso, em 11 de novembro de 2015, o Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA — publicou no Diéario
Oficial da Unido n° 215, sec¢do 3, resolucdo que obriga fabricantes de cosméticos e
laboratorios farmacéuticos a empregarem métodos alternativos a utilizacdo de
animais na pesquisa. Portanto, o uso de animais na pesquisa tende a ser
substituido, gradualmente, por modelos in vitro.

Modelos 3D in vitro, ao contrario, ttm ganhado grande destaque na
bioengenharia tecidual, pois mimetizam as caracteristicas arquitetdnicas, o
comportamento e fendétipo celular como um tecido (LAI, CHENG; KISAALITA, 2012).

O modelo 3D de pele mais antigo, e ainda utilizado, é representado por
gueratindcitos co-cultivados com um equivalente dérmico constituido por colageno
e fibroblastos, em uma interface ar-liquido (IAL), a qual permite a estratificacdo dos
gueratindcitos em um processo similar ao que acontece na pele humana
(PRUNIERAS; REGNIER; WOODLEY, 1983; CARLSON et al., 2008). A cultura dos
gueratinécitos nessa interface faz com que as células estejam expostas ao oxigénio,
diferenciando-se completamente. Prunieras, Regnier e Woodley (1983) sugerem
gue essa exposicdo aumente a morfogénese epidérmica e a sintese de granulos
gueratohialinos.

Recentemente, a MEC que d& o suporte a diferenciacdo dos queratinécitos
também vem sendo mimetizada por polimeros biodegradaveis chamados scaffolds.
Estudos demonstraram que scaffolds sédo capazes de criar um microambiente
favoravel a regeneracao, promover a remodelacéo do tecido, além de atuar como
um modelo que induz a reparacao funcional da pele, osso, coracédo, pulmao, dentre

outros 6rgaos (Yl et al., 2016).



Como substitutos dérmicos, o desenvolvimento de scaffolds para uso clinico
devem levar em consideracdo algumas caracteristicas, como: ser aderentes, ter
porosidade entre 60 e 90% para permitir passagem de nutrientes e metabdlitos,
apresentar diametro minimo de 20 um em seus poros para permitir a invaséo de
fibroblastos, exibir baixa toxicidade, permitir a evaporacdo de agua de forma
semelhante a pele, ser flexiveis, faceis de armazenar e usar, além de ter baixo custo
(GOMES, 2013).

Alguns estudos tém proposto o uso de CTM cultivadas em scaffolds para
tratamento de doencas dermatologicas (TAM et al., 2014; STEFFENS et al., 2015;
XIE et al., 2016). Tam et al. (2014), ao cultivar CTM do corddo umbilical sobre
nanoscaffolds (scaffolds produzidos com fibras de 50-500 nm de diametro) de
policaprolactona com aloevera, mostraram que as células passaram a expressar
proteinas especificas de queratindcitos, além de outras que auxiliam na cicatrizacao
de feridas, quando submetidas a transdiferenciacdo. Em relacdo a associacédo do
nanoscaffold com CTM de corddo umbilical in vivo, 0s mesmos autores mostraram
os efeitos benéficos na cicatrizacdo da pele, sugerindo seu uso em feridas de
pacientes diabéticos (TAM et al., 2014).

Trabalho recente também mostrou que CTM de polpa de dente, co-cultivadas
com queratindcitos humanos, aderiram sobre scaffolds de &cido poli-DL-lactico
(PDLLA), o qual representa um biomaterial eficiente na medicina regenerativa
(STEFFENS et al., 2015). Porém, as CTM de polpa de dente séo de dificil isolamento
e obtencao quando comparadas as do cordao umbilical.

Apesar desses resultados promissores, o0s tratamentos com os scaffolds hoje
disponiveis sao insuficientes para promover a recuperacdo dos pacientes,
especialmente em casos de grandes queimaduras e feridas cronicas (MIDDELKOOP
et al., 2004; STEFFENS et al., 2015).

Algumas empresas tém se dedicado a produc¢édo de scaffolds poliméricos que
possam ser utilizados na engenharia tecidual. Uma delas é a empresa Biocelltis
Biotecnologia S/A, que atua no desenvolvimento de biomateriais e produtos a um
estagio em que eles possam ser licenciados para parceiros comerciais de areas
terapéuticas especificas. A empresa possui expertise na producdo de biomateriais,
arcaboucos teciduais, neuro-engenharia e uma infinidade de plataformas de
engenharia de tecidos que vao desde a producdo de matrizes 3D para cultura de

células tronco, embrionarias, e endoteliais, a matrizes de regeneracéo dérmica para


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steffens%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26542841

10

terapia celular, produzida de forma personalizada para cada paciente, fazendo uso
da propria célula do paciente. Um de seus produtos mais conhecidos sdo as matrizes
3D CellFate®, biomateriais compostos por nanofibras poliméricas naturais de 50 a
100 nm de diametro, biocompativeis, estéreis, prontas para uso, ideais para cultivar
células humanas e animais em laboratoério (BIOCELLTIS).

Outra empresa especializada na producédo de insumos para cultura 3D é a
TissuelLabs. Ela desenvolve e comercializa insumos, equipamentos e servicos na
area de fabricacdo de d6rgdos e tecidos em laboratério. Em seu portfélio sdo
comercializados hidrogeis chamados MatriXpec™ que oferecem microambientes
especificos do tecido que se quer estudar. No caso da pele, o MatriXpec™ disponivel
€ originario de matriz descelularizada de pele porcina, e contém componentes que
mimetizam a MEC da pele fisiolégica (TISSUELABS).

Atualmente, na area clinica e cirlrgica, ja sao utilizadas telas poliméricas como
equivalentes dérmicos e/ou curativos para o tratamento de feridas e queimaduras de
pele (SHAHROKHI; ARNO; JESCHKE, 2014; CORREA, 2018). Elas podem ser
constituidas por materiais bioldégicos, como o Integra® ou Matriderm®, ou sintéticos
como Dermagraft® e Transcyte®. Esses materiais sdo formulados para mimetizar as
propriedades essenciais da MEC, sendo que seu sucesso na medicina regenerativa
depende das suas caracteristicas fundamentais, quimicas e fisicas, entre as quais se
destacam: arquitetura tridimensional, forma e resisténcia mecanica compativel a
derme, estrutura porosa que permita boa ancoragem, proliferacéo e migracao celular,
composigao quimica que minimize a resposta inflamatoria e imunoldgica, além da taxa
de degradacao controlada que permita a substituicdo gradual e ordenada do suporte
pelo tecido biolégico funcional (GOMES et al., 2013;).

De maneira geral, as matrizes sdo confeccionadas para terem diametros de
poros entre 20 a 125 um, que permitam a infiltracdo de fibroblastos e células
endoteliais na ferida. No processo de regeneracdo da pele, essa matriz €,
gradualmente, reabsorvida na medida em que a derme é regenerada e vascularizada
(CORREA, 2018).

Adicionalmente, essas telas podem ser cultivadas com células como os
queratindcitos e fibroblastos autélogos, alogenos ou neonatais (FERREIRA et al.,
2011; VAN ZUIJLEN et al., 2015). O uso combinado dos fibroblastos e queratindcitos
nesses substitutos dérmicos cria um modelo vivo de pele, na qual a presenca e a

producdo de citocinas e fatores de crescimento por essas células (ZAULYANOV;
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KIRSNER, 2007) melhoram a regeneracdo dérmica e epidérmica, reduzindo a
contracdo da ferida, acelerando a cicatrizacdo e diminuindo a fibrose no local
(COULOMB; LEBRETON; DUBERTRET, 1989; LAMME et al., 2000; PHAM et al.,
2007; BALLESTEROS-CILLERO et al, 2019). Porém, a obtencdo de células
autologas pode ser inviavel no caso de pacientes muito debilitados, enquanto células
alégenas sao, geralmente, rejeitadas, nao sendo utilizadas em casos de substituicao
permanente da pele (HULTMAN et al., 1996).

Nesse sentido, o cultivo de CTM sobre as telas poliméricas tende a ser
promissor devido ao seu potencial de diferenciacao epidérmica similar ao processo
fisiolégico em humanos (SANTOS et al., 2019), além das suas caracteristicas de
baixa imunogenicidade, propriedades imunomodulatérias e proliferativas. Assim,
considera-se que o uso dessas células possa melhorar a regeneracdo da pele,
diminuindo a resposta inflamatéria e a possibilidade de rejeicdo no caso de
transplantes.

Embora os estudos realizados contribuam para perspectivas do uso das CTM
na medicina regenerativa na area dermatolégica (HENG et al., 2005; KAMOLZ et al.,
2006; TOAI ET AL., 2011), os mecanismos moleculares e as vias de sinalizacédo que
regulam a diferenciacdo das CTM em queratinécitos in vivo ainda ndo estdo
esclarecidos. Além disso, o comportamento das CTM em modelos de pele 3D in vitro
ainda é um campo com literatura escassa, apesar de sua importancia na engenharia
tecidual.

Assim, de modo geral, este projeto é dividido em trés vertentes: a primeira
aborda a utilizacdo das CTM como equivalente epidérmico sobre suportes dérmicos
ja estabelecidos e/ou comercializados na pesquisa; a segunda trata-se de investigar
0S genes que sdo modulados no processo cicatricial quando essas ceélulas sao
utilizadas como equivalentes epidérmicos ou como tratamento direto e indireto (meio
condicionado) em cultura organotipicas de peles feridas; e a ultima, avalia a
confeccéao e viabilidade de utilizacdo de scaffold polimérico obtido pelo processo de

eletrofiagéo (Figura 3).
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Figura 3 - Organograma geral das vertentes investigadas nesse projeto.

1) CTM como equivalente epidérmico, utilizando os
seguintes suportes dérmicos:

-  Colageno com fibroblastos;

- Matriz Descelularizada MatriXpec®;

- Scaffold CellFate®;

- Tela absorvivel comercial Integra®; 2) CTM no processo cicatricial:

- Investigagdo dos genes cicatriciais
modulados quando as CTM sdo
utilizadas como equivalente epidémico,
seja em peles com ou feridas;

3) Produgao de scaffold polimérico que
futuramente possa ser utilizado com CTM
na medicina regenerativa

- Scaffold de policaprolactona e gelatina de
peixe confeccionados pela técnica de
eletrofiagao;

Fonte: do proprio autor.

Além da terapia clinica, o desenvolvimento de modelos in vitro eficientes para
diferenciacao de células-tronco em queratindcitos, utilizando tanto suportes dérmicos
ja estabelecidos na pesquisa (colageno com fibroblastos e matriz descelularizada)
como modelos promissores na engenharia tecidual (scaffolds e telas absorviveis)
podera fornecer ferramentas Gteis tanto para o estudo da biologia da pele, teste de
drogas e cosmeéticos, como resultar em estratégias terapéuticas, fundamentadas na
engenharia de tecidos, para pacientes com queimaduras (ARNO et al., 2011;
JEREMIAS et al., 2014; MOHD HILMI; HALIM, 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o comportamento de CTM em modelos 3D de pele in vitro, utilizando

diferentes equivalentes dérmicos, com perspectivas de uso na engenharia tecidual.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a transdiferenciacao epidérmica de CTM usando coldgeno com
fibroblastos, matriz descelularizada de pele suina e scaffolds de nanocelulose
como equivalentes dérmicos;

b) Analisar a morfologia das células, sua disposi¢do tridimensional e
estratificacdo epidérmica, quando cultivadas sobre esses suportes;

C) Estudar a expressdo de marcadores epidérmicos (como CQ10, CQ14,
involucrina e filagrina) durante a transdiferenciacdo das CTM em
gueratindcitos;

d) Verificar e quantificar a presenca da atividade enzimética das KLK5, 6 e
7 nos modelos propostos, em diferentes periodos de diferenciacéo epidérmica;
e) Analisar a modulacao na expresséao de genes relacionados ao processo
de cicatrizacdo, em ensaio de fechamento de ferida, usando as CTM como
equivalente epidérmico;

f) Confeccionar e caracterizar scaffolds que possam ser utilizados como

suporte dérmico na engenharia tecidual.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Manutencgéo da cultura celular

As CTM provenientes do corddo umbilical, armazenadas no Banco de Células
do Laboratério de Fisiologia da Pele e Bioengenharia, foram utilizadas conforme
regulamentacdo do Comité de Etica da Universidade de S&o Paulo (nimero
4.351.554). Apés descongelamento, essas células foram distribuidas em frascos de
75 cm? na densidade de 5 x 10° células/ml e incubadas em atmosfera iimida, CO2 5%,
a 37 °C em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - do inglés, Dulbecco
modified Eagle Medium) com soro fetal bovino (SFB) 10%.

Fibroblastos dérmicos primarios e queratinécitos basais primarios foram
gentilmente cedidos pelo laboratério de Citopatologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, coordenado pela Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler. Eles
foram obtidos de amostras de pele provenientes de cirurgia de postectomia e doadas
com o consentimento do paciente ou responsavel legal.

Os fibroblastos foram cultivados nas mesmas condi¢cfes que as CTM, em meio
DL10. J& os queratindcitos foram mantidos em meio de crescimento de queratindcitos
KGM (do inglés, Keratinocyte Growth Medium) com seu respectivo suplemento
(KBM™ Gold™ Basal Medium e KGM™ Gold™ SingleQuots™ supplements,

Lonza®) sob atmosfera tmida, com 5% de COz a 37°C.

3.2 Caracterizacéo das células isoladas do cordédo umbilical

3.2.1 Imunofenotipagem

As células aderentes, com morfologia de CTM (fibroblastoide), foram
submetidas a imunofenotipagem, por citometria de fluxo, para identificacdo de
marcadores de superficie especificos. As células foram removidas da placa de cultura
com solucéao de tripsina 0,25% e centrifugadas a 400 x g por 5 min. Para o bloqueio

dos sitios inespecificos, as mesmas foram ressuspensas e incubadas com 300 ul de
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PBS contendo SFB 2% (tampé&o de bloqueio — TB) por 15 min a temperatura ambiente
(TA) protegidas da luz.

Em seguida, as células foram novamente centrifugadas a 400 x g por 5 min,
ressuspensas em 100 ul de TB e incubadas com um dos seguintes anticorpos: anti-
CD44 (conjugado com FITC), anti-CD29 (conjugado com PE), anti-CD90 (conjugado
com PE), anti-CD105 (conjugado com PE), anti-CD73 (conjugado com PE), que
reconhecem marcadores presentes nessas ceélulas, além do anti-CD34 (conjugado
com PerCP) e anti-CD31 (conjugado com PE), que n&do séo expressos em CTM, por
1 h no escuro, a TA. ApGs a incubacao, foi adicionado 1 ml de TB as amostras, sendo
as mesmas centrifugadas por 5 min a 400 x g e ressuspensas em 300 ul de TB para

andlise. As caracteristicas desses antigenos estéo listadas na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1 - Caracteristicas dos marcadores de superficie utilizados para
imunofenotipagem das CTM por citometria de fluxo.

Marcador Descrigao Referéncia

CD 105 Glicoproteina de membrana do tipo |, receptor Lin et al., 2013
acessorio para ligantes da familia TGF-8

CD 73 Ecto-5'-nucleotidase conversora de monofosfato Lin et al., 2013
de adenosina intracelular em adenosina

CD 44 Receptor de hialuronidase, importante molécula Moraes, 2018
de adesdo celular

CD 29 Integrina VLA-R, receptor de superficie envolvido Wright et al., 2021
na adeséo celular

CD 90 Proteina ligada a glicosilfosfatidilinositol envolvida Lin et al., 2013
em interagdes célula-célula e célula-matriz

CD 34 Glicoproteina transmembrana marcadora de Lin et al., 2013
células-tronco hematopoiéticas

CD 31 PECAM-1, molécula de adesé&o plaquetaria, Santos et al., 2019
marcador de célula endotelial

Fonte: do proprio autor.

Foram avaliadas dez mil células por amostra no citbmetro de fluxo Guava
(Merck Millipore), equipado com laser de argbnio para analises com os filtros FL1 (A =
530 nm), FL2 (A =570nm) e FL3 (A = 650 nm), utilizando-se o software InCyte™ (Merck
Millipore). Os resultados foram expressos em histogramas representativos das células

marcadas em relac&o ao total de eventos.
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3.2.2 Diferenciacdo em tecidos de origem mesenquimal

As células isoladas do corddo umbilical foram plagueadas na concentragédo
5 x 10%ml em placas de seis cavidades (35 mm de diametro) e submetidas a
diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica, separadamente, conforme
Santos et al. (2019).

ApGs a cultura atingir confluéncia de cerca de 80%, o meio de proliferacao foi
substituido pelo de diferenciacdo correspondente, sendo o mesmo trocado a cada 72
h. No 21° dia de cultivo, as placas foram lavadas com TB e fixadas com p-formaldeido
(PFA) 4,0%, pH 7,4 por 30 min. Apos fixacdo, as mesmas foram lavadas, novamente,
com TB e submetidas a analise citoquimica, relacionada a diferenciacao
correspondente. Esses experimentos foram realizados em triplicatas e as imagens

obtidas por microscopia optica.

3.2.2.1 Diferencia¢éo adipogénica

O meio de cultura foi substituido por DL10 suplementado com dexametasona
1,0 uM, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 500 uM, indometacina 60 mM e insulina 5,0
Mg/ml. Apos 21 dias, as células foram fixadas e coradas com solucao de Oil Red
0,5% preparada em etanol: cloroférmio (1:1) para a identificacdo do acumulo

intracelular de vacuolos ricos em lipidios, confirmando a diferenciacao adipogénica.

3.2.2.2 Diferenciagao osteogénica

Para diferenciag&o osteogénica foi utilizado o meio DL10 suplementado com
acido ascorbico 50 uM, B-glicerofosfato 10 Mm e dexametasona 0,1 uM e SFB 10%.
Apos trés semanas, as células fixadas foram coradas com nitrato de prata 5,0%, por
uma hora, sob luz amarela de 100 W (coloracdo de Von Kossa). Esse corante foi
utilizado para identificacdo do acumulo de fosfato de calcio na matriz extracelular.
Para a coloracédo de contraste, foi utilizada solucéo de safranina 5,0% (método de
Van Gieson) preparada em &cido acético 1,0%, que cora o nucleo e o citoplasma

celular em vermelho.
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3.2.2.3 Diferenciagcédo condrogénica

Para diferenciacdo condrogénica foi utilizado o meio DMEM suplementado
com dexametasona 100 nM, acido ascérbico 50 uM, piruvato de sédio 1,0 mM, ITS-
Premix (suplemento para meio de cultura contendo insulina, transferrina e &cido
selénico) 1,0% e SFB 10%. ApGs 21 dias, a diferenciagcdo condrogénica foi avaliada
pela coloracdo de azul de toluidina para identificacdo de mucopolissacarideos da
matriz extracelular, o que confirma a diferenciacdo condrogénica. Para isso, as
células foram mantidas por 5 min em contato com azul de toluidina 1,0% e, em

seguida, lavadas com agua destilada para remocéo do excesso do corante.

3.3 Diferenciacdo das CTM em queratinécitos em modelo 3D de pele humana

reconstruida in vitro com diferentes suportes dérmicos

Com objetivo de se desenvolver uma epiderme estratificada e terminalmente
diferenciada, foi utilizada a técnica de interface ar-liquido (IAL), na qual o equivalente
dérmico fica em contato com o meio de cultura na parte basal e, em sua porcao apical,
cultiva-se o equivalente epidérmico em contato com o ar. O meio de cultivo foi trocado
a cada 48 h e as amostras foram obtidas e analisadas em diferentes periodos de
cultivo em IAL. Trés abordagens distintas foram utilizadas para mimetizar a derme,

conforme descrito a sequir.

3.3.1 Colageno e fibroblastos

Para producéo do equivalente dérmico, fibroblastos dérmicos humanos (1,5 x
10°/derme) foram ressuspensos em solugdo de colageno de cauda de rato do tipo |
com meio Hams-F12 10 x concentrado. Essa solucéo foi transferida para uma placa
de 24 pocos e mantida em incubadora a 37°C por 20 min. ApGs polimerizacdo do
colageno, foi adicionado 1 ml de DMEM para normaliza¢do do pH 7,0. A placa foi
mantida por 2 h a 37°C, em atmosfera umida com CO2 5%.

Para producéo dos equivalentes epidérmicos foram utilizados: 1) queratindcitos
basais (controle positivo), 2) CTM cultivadas em DL10 (meio de proliferacdo) ou 3)

CTM previamente induzidas a diferenciacdo em queratinécitos por 4 dias pela
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incubacdo com meio para queratindcitos livre de soro (KSFM, do Inglés, Keratinocyte
Serum Free Medium, ThermoScientific, EUA) com seu respectivo suplemento.

O modelo de pele 3D in vitro padrdo, chamado de pele full thickness,
desenvolvido no laboratério de Citopatologia do Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicologicas da USP, coordenado pela professora Silvya Stuchi Maria-Engler, utiliza
queratindcitos basais (2,5 x 10%/epiderme). Nesse modelo, os queratinécitos ficam
imersos em meio KGM/RAFT (1:1) por 24 h, e depois sdo expostos a interface ar-
liquido por 10 dias em meio RAFT, descrito na Tabela 2 (CATARINO et al., 2018).

As CTM foram submetidas a diferenciacao epidermal a partir do cultivo com os
seguintes meios no periodo de imerséao: 1) KGM/RAFT (1:1); 2) KSFM:RAFT (1:1); 3)
KSFM/KGM/RAFT (1:1:2); 4) RAFT; 5) DL10/KSFM/RAFT (1:1:2), cujas composic¢des
estdo listadas na Tabela 2. As CTM cultivadas em DL10 foram utilizadas como
controle negativo. Apés periodo de imersédo de 1 ou 10 dias, trocando-se 0 meio a
cada 48 h, as amostras foram expostas a IAL sob atmosfera imida com CO:2 5%, a
37°C, durante 10 dias, conforme modelo de pele padrao (Figura 4).

Apbs 10 dias de IAL, a espessura epidérmica foi medida em, pelo menos, 12
regioes aleatérias da potencial epiderme, utilizando-se o software ImageJ. Os dados

expressos foram expressos como a meédia + EP.

Tabela 2 — Meios de cultura usados durante periodo de imersao das células distribuidas
sobre o0s equivalentes dérmicos. Apds confeccdo do equivalente dérmico (colageno e
fibroblastos), as CTM ou queratinécitos basais foram cultivados durante 1 ou 10 dias nos
meios KGM/RAFT (1:1), KSFM/RAFT (1:1), KGM/KSFM/RAFT (1:1:2), RAFT, DMEM/KSFM
(1:1). EGF: fator de crescimento epidermal; CaCls,: cloreto de calcio; BPE: extrato de pituitaria
bovina;

Meiode EGF  CaCl, Insulina JoXina  Hidro- Apo- Bpe  EPine-
imersdo  (ng/ml) (MM) (ug/mi) Colérica cortisona transferina (ml/ml) frina
(nM) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
KGM 0,13 0,06 5,00 - 0,33 10,0 0,01 0,39

KSFM 5,00 1,80 IGF? - - - - -

RAFT 0,50 1,30 5,00 0,10 0,40 5,00 - -

Fonte: do préprio autor.
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Figura 4 — Modelo experimental para estabelecimento de epiderme estratificada
utilizando colageno | e fibroblastos como suporte dérmico. Apds gelatinizacao do plug de
colageno, as CTM ou queratindcitos foram cultivados durante 1 ou 10 dias em diferentes
meios. Apés esse periodo, as células foram expostas a IAL por diferentes periodos.

2h - 10ou10 10 dias
dias em IAL
— — [0.0/0/0/0/0 I

e ——
/) @ICIE)
MSC em plug de Adicdode CTMou Exposicéo das Epiderme

colégeno | queratinécitos em células em Interface estratificada
meio de ar liguide
diferenciacdo

Fonte: do proprio autor.

3.3.2 Matriz descelularizada MatriXpec™

Fibroblastos dérmicos (1,5 x 10°/derme) foram ressuspensos em 1 ml da matriz
descelularizada MatriXpec™ - pele (Figura 6), comercialmente desenvolvida pela
empresa TissueLabs™, e incubados a 37°C em atmosfera imida com CO:2 5%.

Apo6s polimerizagdo da matriz, as CTM (2,5 x 105/epiderme) foram distribuidas
sobre os plugs de MatriXpec™, tanto em DL10, ou meio de diferenciacdo KGM:RAFT
(1:1) durante 24 h, conforme modelo de pele 3D descrito acima no item 3.3.1. Apés
esse periodo, as amostras foram expostas a IAL por 10 dias, em DL10 ou meio RAFT,
para as amostras controle ou induzidas a diferenciacéo, respectivamente. O meio de
cultura foi trocado a cada 48 h, e as amostras foram incubadas a 37°C, em atmosfera
umida com CO2 5%.

3.3.3 Scaffold CellFate®

Essa etapa do trabalho foi desenvolvida durante o doutorado sanduiche
empresarial financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq), sendo a Unica bolsa do pais aprovada nessa modalidade em
2021.

Para desenvolvimento da epiderme a partir de CTM sobre o suporte polimérico

CellFate®, confeccionados pela empresa Biocelltis Biotecnologia S/A, nao foi utilizada
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a co-cultura de CTM com fibroblastos, mas sim, o meio condicionado dessas células,
conforme protocolo de epiderme humana reconstruida (RHE, do inglés reconstructed
human epidermis) desenvolvido na USP no laboratério de Citopatologia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas.

Apés preparo das placas de cultura com o CellFate® conforme as
recomendacdes do fabricante, 2,5 x 10° CTM foram plaqueadas sobre esse suporte,
e induzidos ou ndo a diferenciacado epidérmica, conforme modelo de pele descrito
acima (Figura 5). Na composigéo do meio RAFT, foram acrescidos meio condicionado
de fibroblastos 5% e TGF-a 2 ng/ml (CATARINO et al., 2018). Ap6s 24 h de imersao,
as amostras foram expostas a IAL por 11 dias, sendo diminuida a umidade da
incubadora para 50% nos 3 ultimos dias de cultura. Como controle do CellFate®,
foram utilizadas membranas de politereftalato de etila (PET) do tipo transwell com
porosidade de 0,4 um.

O meio de cultura foi trocado a cada 48 h, e as amostras foram incubadas a

37°C, sob atmosfera umida com CO2 5%.

Figura 5 — Modelo experimental para estabelecimento de epiderme estratificada
utilizando CellFate® como suporte dérmico

1 dia 11 dias
—> —>
GAGLGIG LG;G :
CTM sobre Exposicéo das Epiderme
CellFate® imersos células em Interface estratificada
em meio KGM/RAFT ar liquido em meio

RAFT

Fonte: do préprio autor.

3.3.4 Tela absorvivel Integra®

A tela absorvivel Integra® (LifeSciences Corp., Plainsboro, NJ, EUA), composta
por colageno bovino e condroitin-6-sulfato, foi também usada como suporte para a

diferenciacdo de CTM em queratindcitos.
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As CTM foram cultivadas sobre essa tela, em DL10 ou KSFM com seu
respectivo suplemento (conforme Tabela 1) por 10 dias. ApOs esse periodo, as
culturas foram mantidas por 1, 7 e 11 dias em IAL em DL10 ou RAFT, para células

ndo induzidas a diferenciagcéo (controle) e diferenciadas, respectivamente.

3.4 Analises histoldgicas por microscopia Otica

3.4.1 Colageno e fibroblastos, matriz descelularizada MatriXpec™ e scaffold
CellFate®

As CTM cultivadas tridimensionalmente sob os diferentes suportes dérmicos
foram analisadas histologicamente. ApGs periodo de exposi¢cdo a IAL, as amostras
foram fixadas em formalina 10% tamponada em PBS a 4°C por 4 h, desidratadas com
alcoois em concentracdes crescentes e embebidas em parafina. Os blocos foram,
entdo, cortados em micrétomo automatico Leica RM2165 (Leica, Wetzear, Alemanha)
produzindo-se cortes transversais de, aproximadamente, 5 um.

Os cortes obtidos foram dispostos em laminas histoldgicas e secos em estufa
a 60°C durante 2 h, para remocéao do excesso de parafina. Em seguida, as amostras
foram diafanizadas em 2 banhos de xilol 100% por 10 min cada, hidratadas em
graduacéo alcodlica crescente (2 banhos em etanol 100%, 1 banho em etanol 95%,
1 banho em etanol 85%, 1 banho em etanol 70%, e 2 banhos em agua destilada por
5 min cada), coradas com hematoxilina-eosina (HE), e montadas com Permount®
(Fischer Scientific, Pittsburgh, USA). As imagens microscépicas foram obtidas em
microscoépio Olympus BX 60 com uma camera digital acoplada (Axio CAM HRc —
Zeiss®).

3.4.2 Tela absorvivel Integra®

As CTM induzidas a diferenciacdo sobre a tela absorvivel Integra® foram
fixadas com paraformaldeido 4,0% por 15 min, e incluidas em OCT Tissue-Tek
(matriz para criocorte). Essas amostras foram mantidas a -80°C até o momento do
corte em criostato. Para os experimentos, foram produzidos cortes transversais de 40

um de espessura.
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Os cortes foram colocados em placas de 24 pocos e suspensos em PBS. Apos
3 lavagens, foram incubados com 4’,6’-diamino-2-fenil-indol (DAPI) 500 nM por 5 min.

Os cortes foram transferidos para as laminas, as quais foram montadas com
Permount® (Fischer Scientific, Pittsburgh, USA) para, posteriormente, serem
fotografadas em microscopio Olympus BX 60 com uma camera digital acoplada (Axio
CAM HRc — Zeiss®)

3.5 Imunofluorescéncia

Apos desparafinizacdo e hidratacdo, as laminas foram lavadas com PBS,
permeabilizadas com PBS contendo Triton X-100 0,1% por 20 min e, novamente,
lavadas com PBS. Foi realizada a recuperagdo antigénica com a incubacao das
laminas em tampao citrato 0,01M pH 6,0 por 30 min a 95°C.

Para o blogueio dos sitios inespecificos, as amostras foram incubadas com PBS
contendo SFB 10% por 20 min. Em seguida, foi adicionado o anticorpo primario anti-
CQ10, anti-CQ5 e anti-involucrina, nas concentracdes descritas na Tabela 3, por 12
h a 4°C protegidas na luz. Para visualizacao das células marcadas positivamente, foi
utilizado o anticorpo secundario anti-lgG conjugados com FITC. As células foram
lavadas e analisadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss, Alemanha). Em todos
0os experimentos foram usados, como controles, queratindcitos basais (controle
positivo) e CTM nao induzidas a diferenciacao (controle negativo). As imagens sao
representativas de andlise feita em teste cego, com n = 3 em, pelo menos, 10 campos
aleatérios analisados sob a mesma exposicao.

Tabela 3 — Anticorpos usados na imunofluorescéncia (IF) com suas respectivas
especificacdes e diluicdes.

Anpcqrpo Fonte Clone Diluicdo Fabricante
Primario

. Anticorpo monoclonal de KRT10/ _

Anti-CQ10 coelho IgG 1990R 1:100 (IF) GeneTex, EUA
. Anticorpo monoclonal de , Cell Signaling,

Anti-CQ5 coelho IgGs D4U8Q 1:100 (IF) EUA

Anti- involucrina  Anticorpo policlonal de N1N2 1:100 (IF)  Santa Cruz, EUA
coelho 19gG

Fonte: do proprio autor
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3.6 Verificacdo da atividade de enzimas envolvidas na diferenciacao

Para avaliagcdo da atividade enzimética das KLK, os substitutos dérmicos,
constituidos de colageno e fibroblastos ou matriz descelularizada, foram, inicialmente,
dissociados das epidermes por separacao mecanica, e as amostras lisadas com 200
Ml do tampao HEPES 25 mM, pH 7,5, Triton X- 100 0,5% (tampéao de lise), para
obtencéo das proteinas. A epiderme formada por queratindcitos basais foi analisada
apos 4, 7 e 10 dias de IAL. Ja a epiderme potencialmente formada pelas CTM foi
analisada somente ap6s 10 dias de IAL.

Ja em relacdo as potenciais epidermes formadas sobre substituto dérmico
mimetizado pelo Integra®, as amostras foram lisadas com 200 yl do mesmo tampéao
de lise, e analisadas apo6s 1, 7 e 11 dias de IAL.

A atividade de KLK5, KLK6 e KLK?7 foi verificada na capacidade das proteinas
presentes nos extratos hidrolisarem substratos fluorogénicos (FRET) (ANGELO et al.,
2006; LOURA; PIETRO, 2011) especificos para tais enzimas. Foram utilizados 40 pl
de amostra com 50 ul do tampéo de reacdo enzimatica 2 x concentrado (Tris 100 mM,
pH 8,0, NaCl 300 mM e Tween 20 0,01%) e 10 pl de substrato (100 uM), totalizando
100 pl de volume final.

A caracterizacdo da atividade das KLK foi realizada com o uso dos inibidores
especificos: Inibidor de tripsina de soja (SBTI) 100 e 500 uM e aprotinina 5 uM para
KLKS5; tosil-fenilalanil-clorometil cetona (TPCK) 100 e 500 uM para KLK7. A hidrélise
dos substratos (10 uM) foi acompanhada pelo aumento da fluorescéncia em Aex=320
nm e Aem=420 nm na leitora de placas Dynegy HT (Biotek, Winooski, VT, EUA)
conforme Santos et al. (2019).

Os resultados de velocidade média para cada reagéo foram obtidos utilizando-
se o software Gen5™ (BioTek, Winooski, VT, EUA). A atividade enzimatica foi medida
em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF) por min e expressa em termos da
velocidade média da reacdo por 1 ug de proteina presente nos extratos. A Tabela 4

apresenta o tipo de KLK e os substratos com seus sitios de clivagem.
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Tabela 4 — Calicreinas teciduais epidérmicas (KLK) e seus respectivos substratos FRET

Calicreina Tipo de Substrato Local de
atividade (10 um) clivagem
KLK5 Tripsina Abz-KLRSSKQ-EDDnp KLR|SSKQ
KLK6 Tripsina Abz-AFRFSQ-EDDnp AFR|FSQ
KLK7 Quimotripsina Abz-KLYSSKQ-EDDnp KL|YSSKQ

Fonte: Santos et al. (2019); : sitio de clivagem.

3.7 Analise da expresséao de proteinas

3.7.1 Extracdo do RNA e producéo da fita de DNA complementar

Apbs 4, 7 e 10 dias de IAL, as peles foram coletadas e lavadas em PBS. Para
extracdo do RNA utilizou-se o Mini Kit Rneasy (Qiagen, Frederick, MD, EUA),
conforme instru¢des do fabricante. De maneira geral, as peles foram colocadas na
coluna que contém uma membrana de silica, lisadas em tampdo RLT e
homogeneizadas. O etanol foi, entédo, adicionado ao lisado, criando as condi¢cdes que
promovem a ligagdo seletiva do RNA a membrana. Os contaminantes foram lavados
em tampdo RW1, e tampé&o RPE e, entdo, o RNA foi eluido em agua Ultra pura.

Apo6s quantificacdo, 2 ng de RNA tiveram a fita complementar de DNA (cDNA)
sintetizada a partir do kit RT? First Strand (Qiagen, Frederick, MD, EUA) em duas
etapas: a primeira consistiu na eliminacdo do DNA gendmico usando-se 8 ul de RNA
(2 ng) e 2 ul do tampéo GE 5x concentrado, sendo a mistura incubada por 5 min a
42°C; a segunda etapa refere-se a transcricao reversa, na qual foram usados 10 pul do
produto da primeira etapa, 4 ul de tampéao de reacdo 5 x concentrado (BC3), 1 nul de
controle P2 (oligo dT), e dNTPs 10 mM, totalizando 20 ul. Essa solugé&o foi incubada
por 15 min a 42°C e, em seguida, por 5 min a 95°C em termociclador, conforme as

recomendacdes do fabricante.
3.7.2 PCR quantitativo em tempo real
Para quantificar a expressao das proteinas CQ14, CQ10, involucrina e filagrina

foi utilizada a técnica de PCR quantitativo em tempo real, usando-se o SYBR® green

PCR Master Mix (ThermoFisher Scientifcs, Massachusetts, EUA). A temperatura
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utilizada para a primeira etapa de desnaturacdo do DNA foi de 95°C por 10 min,
seguida de 40 ciclos de desnaturacao a 95°C por 30 seg, anelamento a 60°C por 1
min e extensdo a 72°C por 1 min e, por fim, a etapa final foi realizada a 72°C por 10
min, de acordo com instrugdes do fabricante. Com relagcédo aos controles internos, a
expressdo dos genes de interesse foi normalizada pela expressdao do gene da
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Fibroblastos dérmicos, CTM e
queratindcitos cultivados bidimensionalmente, além da pele controle formada por
queratinécitos estratificados, foram também analisados quanto a expressao dessas
proteinas. A expressao foi analisada em relacdo a epiderme formada com CTM
cultivadas em DL10 (meio de proliferacdo), usada como controle negativo.

Os oligonucleotideos foram desenhados, conforme Tabela 5, de modo a se
evitar anelamentos inespecificos e respeitando-se as recomendac¢fes para 0 uso em
PCR gquantitativo. As rea¢es foram desenvolvidas no aparelho Eco™ Real-Time PCR
System (lllumina, San Diego, CA, EUA).

Tabela 5 — Sequéncia dos oligonucleotideos para CQ10, CQ14, involucrina, filagrina e
GAPDH

Primer Sequéncia Referéncia

Forward: CAACCTAACAACTGATAATGCC
CQ10 Santos et al. (2019)
Reverse: GTCTTTCATTTCCTCCTCGT

Forward: GGAACAAGATTCTCACAGCC
CQ14 Santos et al. (2019)
Reverse: TCCATCTCCACATTGACATCTC

) Forward: AATGAAACAGCCAACTCCACTGCC
Involucrina Fernandes et al., (2022)
Reverse: TCTTGCTTTGATGGGACCTCCACT

o Forward: TGAAGCCTATGACACCACTGA
Filagrina Wang et al. (2017)
Reverse: TCCCCTACGCTTTCTTGTCCT

Forward: CATTTCCTGGTATGACAACGA
GAPDH Santos et al. (2019)
Reverse: GCACAGGGTACTTTATTGATGG

Fonte: do préprio autor.

3.8 Ensaio de cicatrizacao

Esse ensaio foi dividido em duas etapas: a primeira buscou investigar quais

genes envolvidos com o processo cicatricial séo modulados quando as CTM séao
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utilizadas como equivalente epidérmico. Na segunda, foi avaliada a modulacéo dos
genes relacionados a cicatrizagdo quando as peles, compostas por CTM ou

queratinécitos (controle) receberam um estimulo (ferida) para que esse evento ocorra.

3.8.1 Estabelecimento de modelo 3D simplificado de ferida

As peles com CTM ou queratindcitos foram confeccionadas conforme descrito
no item 3.3.1 usando-se 1 dia de imers&o. Os trés grupos experimentais foram: i) CTM
cultivadas em DL10, ii) CTM cultivadas em RAFT e iii) queratinécitos cultivados em
RAFT (controle positivo) como equivalentes epidérmicos.

Apbs 10 dias de exposicao a IAL, foi realizada uma ferida incisional por pele,
com 4 mm de diametro, utilizando-se um instrumento para puncéo (punch) de biépsias
(adaptado de Egles; Garlick; Shamis; 2010). O meio de cultura foi trocado a cada 48
h e as amostras foram incubadas a 37°C, sob atmosfera Umida com CO2 5% (Figura
9).

Apbs 6 dias da realizacdo da ferida, as amostras foram coletadas para analise,

totalizando um periodo de 16 dias em IAL.

3.8.2 Investigacao dos genes envolvidos no processo cicatricial

Para investigacdo dos genes envolvidos na cicatrizacdo foi utilizado o RT?
Profiler PCR Array — Wound Healing (Qiagen, Frederick, MD, EUA), usando-se a
técnica de PCR quantitativo. O ciclo em que a reacao cruzou o limiar de deteccéo (Ct
—doinglés, cycle threshold) do gene de interesse foi correlacionado com a quantidade
de RNAm alvo. Para a normalizacdo da quantidade de genes constitutivos, foram
usados a meédia dos Ct dos genes controles fornecidos no kit (B-actina, B-2
microglobulina, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, hipoxantina
fosforibosiltransferase 1, proteina ribossomal PO).

Os grupos analisados foram as amostras sem ferida apos 10 dias de exposicao
a IAL, e as amostras com 6 dias de exposicéo a IAL apos a ferida, conforme mostrado

na Figura 6.
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Figura 6 — Esquema de montagem das peles nos grupos “sem ferida” e “com ferida”
para analise de expressao génica por PCR Array — Wound healing.
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Fonte: do préprio autor.

3.9 Confeccdo e caracterizacdo de scaffold polimérico para engenharia

tecidual

Além da diferenciacdo das CTM em células epiteliais sobre equivalentes
dérmicos ja utilizados na pesquisa e industria, durante o doutorado sanduiche
realizado na Universidade Nova de Lisboa, Portugal, foram confeccionados scaffolds
poliméricos eletrofiados passiveis de utilizagdo na engenharia tecidual e medicina
regenerativa, ou até mesmo como suporte dérmico na producdo de equivalentes 3D
de pele na pesquisa.

Esse doutorado foi realizado sob supervisdo da Profa. Dra. Maria de Fatima
Raposo, no Laboratorio de Engenharia de Tecidos da Faculdade de Ciéncia e
Tecnologia (Caparica, Portugal). Os dados obtidos durante esse doutorado foram
publicados na revista ACS Applied Biomaterials, onde a autora dessa tese compatrtilha

a primeira autoria no artigo, conforme APENDICE B.
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3.9.1 Eletrofiacéo

Para a producéo dos scaffolds poliméricos, foram utilizados o polimero sintético
policaprolactona (PCL) e o natural proveniente de gelatina de peixe de agua fria. Os
scaffolds foram obtidos pelo processo de eletrofiacdo horizontal (também conhecido
como electrospinning), capaz de originar fiboras que se assemelham
arquitetonicamente a matriz extracelular. Nesse processo, a solu¢do polimérica é
ejetada, através de um capilar, por uma bomba infusora, em um espaco onde existe
um campo elétrico intenso. A ponta da agulha é polarizada de forma que a gota da
solucdo polimérica carrega a carga da tensdo aplicada. Para além do efeito da
repulsdo entre as cargas a sua superficie, a gota sente o efeito da forca exercida pelo
campo elétrico que se estabelece entre a agulha e o coletor e adquire uma forma
cbnica, denominada cone de Taylor. A repulsdo eletrostatica entre as cargas que
transporta é responsavel pelo seu estiramento. A medida que o solvente evapora, 0
polimero carregado eletricamente executa movimento oscilatério cadtico até a sua
deposicao no coletor (GOMES, 2013).

Foi utilizado um sistema de co-deposi¢cdo com potencial fixo de 10,0 kV e 12,5
kV, para solucdes de PCL 20%, diluida em acido acético 95%, e gelatina 40%, diluida
em agua destilada, respectivamente, aplicados a uma distancia de 15 cm entre a ponta
da agulha e o coletor, durante 6 h (Figura 7). As solu¢cbes foram depositadas em
laminulas de vidro de 22 mmz2 de diametro fixadas ao coletor, a temperatura ambiente
e umidade de 23 = 3°C e de 40 + 5%, respectivamente.

ApoOs a deposicdo, os scaffolds foram reticulados por 5 h em vapor de
glutaraldeido (GTA) 5%, em sistema fechado a 40°C. Depois foram introduzidos em
um dessecador durante 24 h para remocao de qualquer residuo de GTA.

3.9.2 Andlise da Citotoxicidade

Os meios condicionados (MC) dos materiais foram preparados incubando-se
DMEM, sem vermelho de fenol, com os scaffolds durante 24 h, conforme
regulamentado pela norma da Organizagdo Internacional para Padronizacdo (do
inglés, International Organization for Standardization — ISO) 10993-5. A relacdo entre

o volume de meio e a massa do scaffold foi de 800 ul/10 mg.
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Fibroblastos dérmicos da linhagem finita HFFF2 foram distribuidos na
concentracdo de 2,0 x 10* células/cm? em placas de 24 pocos e tratadas com 0s
extratos dos biomateriais, em diferentes concentragfes (1:1, 1:2, 1:4 diluidos em
DMEM), além de SFB 10%, durante 24 ou 72 h a 37°C, em atmosfera imida com 5%
de CO:z2. A viabilidade celular foi avaliada usando-se o corante resazurina 0,02 mg/ml.
Esse corante azulado, com absorbancia em 570 nm virtualmente nula, ao ser
adicionado a cultura celular, é reduzido a resorufina (600 nm) pelo ambiente redutor
mantido pelas células vidveis em seu citosol. A conversao da resazurina em resorufina
€ proporcional ao numero de células e funcdo da sua viabilidade.

Para realizacdo dessa técnica, foram adicionados 45% dos MC dos scaffolds,
SFB 5%, e 50% de uma solugéo de resazurina 0,04 mg/ml em PBS. Apos 2 h de
incubacédo, o MC foi transferido para uma placa de 96 poc¢os e a absorbancia medida
no leitor de placas Synergy HT (Biotek, Winooski, VT, EUA), utilizando-se o software
Gen5™ (BioTek, Winooski, VT, EUA).

Figura 7 - Esquema do processo de electrospinning para confeccdo dos scaffolds.
Deposicao dupla dos polimeros sintético (PCL) e natural (gelatina de peixe) pelo processo de
eletrofiagcdo horizontal.
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Fonte: do préprio autor.

Os graus de citotoxidade do MC foram caracterizados segundo a Tabela 6
(GOMES et al., 2013).
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Tabela 6 - Caracterizacdo da citotoxicidade dos scaffolds em funcao da viabilidade
celular relativa

Citotoxicidade Viabilidade celular relativa (%)
Nao citotéxico =90
Levemente citotoxico 80 a 89
Moderadamente citotoxico 50a79
Severamente citotdxico <50

Fonte: Gomes et al. (2013)

3.9.3 Analises por Microscopia de Varredura nos Scaffolds

Para avaliar a estrutura dos scaffolds produzidos e a interacdo das células com
esses materiais, foram realizadas analises por microscopia de varredura (MEV). Para
tanto, ap0s cultivo das células HFFF2 sobre os equivalentes dérmicos por 3 e 7 dias,
os mesmos foram lavados com PBS e fixados com glutaraldeido 3%. Apds 2 h, o
fixador foi retirado e as placas contendo as amostras foram lavadas com agua
destilada e fixadas em tetroxido de 6smio 1% por 1 h, seguida de lavagens com agua
destilada e alcoois em concentracdes crescentes (50 a 100%). As placas foram secas
em estufa 37°C. Na sequéncia, foram submetidas a um revestimento metalico com
ouro no aparelho metalizador EMITECH K550, sendo analisadas e fotografadas em
microscopio eletrénico de varredura (LEO 435—P - Zeiss, Alemanha). Os diametros das
fibras foram medidos a partir das imagens de MEV com o programa de analise de imagem
ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012)

3.10 Analise dos resultados

Os dados quantitativos foram expressos como valores médios com + erro
padrao (EP) com n = 3. Para comparagao estatistica, os resultados foram analisados
pelo software GraphPad Prism 5, usando o teste two-way ANOVA com poés-teste de
Bonferroni, com significancia variando entre p <0,05 (*); p <0,01 (**), p <0,001 (***),
estatisticamente diferente em relacdo ao controle. Na microscopia, foi avaliada a
morfologia das células, sua disposicdo tridimensional e possivel estratificacdo
epidérmica com auxilio do software ImageJ (SCHNEIDER, RASBAND; ELICEIRI,
2012).
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4. RESULTADOS

4.1 Cultivo das CTM

As células descongeladas e cultivadas em DL10 aderiram ao plastico e
apresentaram formato fibroblastoide com nucleo e nucléolos evidentes (Figura 8),

caracteristicas de CTM.

Figura 8 - Morfologia das CTM do corddo umbilical apds 7 dias de descongelamento.
(A) As células apresentaram-se como uma populagdo com forma fibroblastoide, (B) com
nucleo e nucléolos evidentes (setas amarelas). Aumento de 50 x em (A) e 400 x em (B).

Fonte: do préprio autor.

4.2 Caracterizacdo das CTM por imunofenotipagem

Antigenos caracterizados como positivos para CTM, como CD105 (Figura
9A). CD73 (Figura 9B), CD44 (Figura 9C), CD29 (Figura 9D), e CD90 (Figura 9E)
apresentaram marcacao positiva para as células analisada, e os antigenos presentes
em células hematopoiéticas e endoteliais, CD34 e CD31, respectivamente, ndo foram
detectados por citometria, conforme mostrado nas Figuras 9F e 9G.

Essa figura é composta por histogramas, que mostram o niumero de eventos
em funcéo da fluorescéncia, e diagramas de densidade (density plots), que mostram
a disperséo frontal ou FSC (do Inglés, de Forward Scatter), parametro que se relaciona
ao tamanho das células, em funcéo da intensidade da fluorescéncia das mesmas. Os

quadros séo representativos dos resultados obtidos em trés experimentos individuais.
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Figura 9 - Imunofenotipagem das CTM por citometria de fluxo. Histogramas e Density
Plots mostram as células marcadas positivamente para (A) anti-CD105-PE, (B) anti-CD73-PE,
(C) anti-CD44-FITC, (D) anti-CD29-PE e (E) anti-CD90-PE, que séo antigenos de superficie
expressos em CTM; e negativamente para (F) anti-CD34-PerCP e (G) anti-CD31-PE,
antigenos de superficie presentes em células-tronco hematopoiéticas e endoteliais,
respectivamente, ndo expressos em CTM. O pico em azul refere-se as células ndo marcadas
(controle) incubadas somente com o anticorpo secundario conjugado com o mesmo fluoréforo
do anticorpo especifico.
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Fonte: do proprio autor (Santos et al., 2019)

4.3 Inducao da diferenciacao das CTM em distintos tipos celulares

Para avaliar o potencial de diferenciacdo das CTM em tecidos de origem
mesodérmica, modificacdes estruturais especificas foram observadas quando essas
células foram submetidas a diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica,

separadamente.
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4.3.1 Diferenciacéo adipogénica

Apés trés semanas de cultivo, a diferenciacdo adipogénica foi verificada por
meio do acumulo de lipidios no interior de vacuolos celulares identificados pela
marcacao com o corante Oil Red, um corante que se dissolve em lipides neutros
corando-os de vermelho (Figura 10B). Esses vacuolos nao foram identificados no

controle (Figura 10A).

Figura 10 - Diferenciacéo das CTM em adipocitos. Apoés 21 dias, CTM meio especifico para
diferenciacéo adipogénica foram coradas com corante Oil Red, tendo os lipidios intracelulares
marcados (setas amarelas) nas células diferenciadas (B), sendo os mesmos ausentes no
controle (A). Aumento de 100 x.

Fonte: do proprio autor (SANTOS et al., 2019)

4.3.2 Diferenciacao condrogénica

O processo de condrogénese nas CTM foi observado apos 21 dias de cultivo
com o meio especifico. O método citoquimico que emprega o azul de toluidina
demonstrou que as células induzidas a essa diferenciacdo mudaram sua morfologia
de fibroblastoide para arredondada, além do aumento do conteudo nuclear em
relacdo ao citoplasma, sendo esse fortemente baséfilo, sugerindo a presenca de
moléculas componentes da matriz cartilaginosa no citoplasma. Além disso, essas
células apresentaram mudancas na disposicao espacial, rearranjando-se em fileiras

(Figura 11B). Essas mudancgas nao foram observadas no controle (Figura 11A).
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Figura 11 - Diferenciagcdo das CTM em condrocitos. Em células cultivadas durante 21 dias
em meio especifico para diferenciacdo condrogénica apresentaram morfologia mais
arredondada, aumento do conteddo nuclear em relacdo ao citoplasma, além do
enfileiramento, visualizados em fibras cartilaginosas (B). Essas mudancas ndo foram
observadas no controle (A). Aumento de 50 x em (A) e 100 x em (B).

Fonte: do proprio autor (SANTOS et al., 2019)

4.3.3 Diferenciacéo osteogénica

A diferenciagéo osteogénica foi verificada pela presenca de cristais de fosfato
de célcio extracelular, apés 21 dias de cultivo (Figura 12B) em meio de
diferenciacdo. As CTM néo induzidas a diferenciacdo (controle) ndo apresentaram
calcificacdo extra ou intracelular detectavel pelo método citoquimico utilizado
(Figura 12A).

Figura 12 - Diferenciacdo das CTM em ostedcitos. Células cultivadas em meio especifico
para diferenciacdo osteogénica durante 21 dias, apresentaram calcificacdes extracelulares
identificada pela presenca de fosfato de calcio na matriz extracelular (setas pretas).
evidenciada pela coloracdo de Von Kossa (B). No controle, essas calcificagcbes nao foram
|dent|f|cadas (A) Aumento de 100 x em (A) €200 x em (B)

Fonte: do proprio autor (Santos et al., 2019)
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4.4 Diferenciacéo epidermal das CTM sobre equivalentes dérmicos

4.4.1 Colageno e fibroblastos

4.4.1.1 Andlise Histologica

O cultivo dos queratindcitos basais sobre a matriz de colageno e fibroblastos
gue mimetiza a derme (D) resultou em uma epiderme estratificada (E) com todas as
camadas: basal (CB), espinhosa (CE), granulosa (CG) e cornea (CC) (Figura 13 A/B),
evidenciando que 10 dias de cultivo em IAL, nas condi¢cbes especificadas, foram
suficientes para diferenciacdo terminal dos queratindcitos, sendo considerada como
controle positivo.

As CTM cultivadas por 1 dia nos meios de diferenciacdo KGM (Figura 13 C/D),
KSFM (Figura 13 E/F) ou KGM/KSFM (Figura 13 G/H), e depois expostas a IAL por
10 dias, n&o resultaram em uma epiderme tipicamente estratificada, mas dispuseram-
se como um tecido conjuntivo frouxo, composto por fibras frouxamente ligadas e por
células dispersas e embebidas em uma substancia fundamental gelatinosa, sem
predominancia de nenhum dos componentes. As CTM cultivadas em DL10
dispuseram-se, aproximadamente, como uma monocamada sobre o equivalente
dérmico (Figura 13 1/J) e seu cultivo resultou na menor espessura epidérmica
comparado aos outros meios utilizados, o que sugere que a proliferacao celular foi
menos intensa nessa condicéo (Tabela 7).

Nas Figuras 13 e 14, observam-se as CTM dispostas aleatoriamente sobre a
derme, envolvidas por MEC (identificada por setas amarelas). A MEC presente na
potencial epiderme apresentou coloracdo arroxeada, identificada pela hematoxilina, o
gue a caracteriza como basoéfila, possivelmente por conter muitas moléculas com
grupamentos acidos. Nessas amostras, nao é nitida a separacao dermoepidérmica.
Ainda, em algumas figuras, nota-se a presenca de vacuolos nao corados (identificados
por setas vermelhas), o que sugere um fenotipo esponjoso similar ao de células
adiposas.

As CTM cultivadas em KGM (Figura 14C/D) apresentaram maior proliferacéo

do que nos outros meios de cultivo utilizados durante o periodo de imersao por 1 dia,
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que foi avaliada pela espessura da potencial camada epidérmica formada sobre a
matriz dérmica (Tabela 7). Nessas culturas, também é observada a presenca de
vacuolos nao corados (setas vermelhas), caracteristicos de um tecido com perfil

esponjoso como o adiposo.

Figura 13 - Fotomicrografia de CTM induzidas a diferenciacdo epidermal sobre
equivalente dérmico. Queratinécitos basais cultivados por 1 dia em KGM (A e B) foram
usados como controle positivo para epiderme estratificada. As CTM cultivadas, previamente,
em DL10 foram cultivadas sobre equivalente dérmico composto por coldgeno e fibroblastos
(setas pretas) por 1 dia, em meio para cultivo de queratindcitos KGM (C e D), KSFM (E e F)
ou KGM/KSFM 1:1 (G e H), ou meio de proliferagdo DL10 (I e J). Apos 1 dia de cultivo imerso,
as células foram expostas a IAL por 10 dias em meio RAFT. As CTM apresentaram fenétipo
de tecido conjuntivo frouxo (setas amarelas), além da presenca de vacuolos (setas
vermelhas), caracteristicos de tecido adiposo, em todas as potenciais epidermes formadas. A
epiderme controle obtida a partir de queratindcitos basais apresentaram todas as camadas
epidérmicas (CB, CE, CG, CC). Coloragéo de hematoxilina-eosina. Aumento de 100 x (A, C,
E, G,1)e200x (B, D, F, H, J). Seta preta: fibroblastos; Seta amarela: matriz extracelular; Seta
vermelha: tecido esponjoso; E: epiderme; D: derme; CB: camada basal, CE: camada
espinhosa; CG: camada granulosa; CC: camada cérnea.
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Fonte: do préprio autor.

Como resultados anteriores do nosso grupo (SANTOS et al., 2019) mostraram

gue CTM cultivadas, bidimensionalmente, em KSFM por 4 dias passaram a expressar

CQ presentes na camada basal da epiderme (CQ5 e CQ14), foram utilizadas, também,

CTM previamente

induzidas a diferenciacdo em queratindcitos por

cultivo
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bidimensional nas mesmas condi¢des. Apos o cultivo, as células foram imersas por 1
dia em meio KGM ou KSFM sobre o equivalente dérmico, formado por colageno e
fibroblastos e, posteriormente, expostas a IAL por 10 dias em meio RAFT.

As CTM previamente diferenciadas (Figura 14) também n&o produziram uma
epiderme caracteristicamente estratificada, quando cultivadas em quaisquer dos dois
meios de diferenciacao utilizados. As amostras cultivadas em KGM resultaram em um
aglomerado celular com alta capacidade proliferativa, observada pelo aumento da
espessura da camada sobre a matriz dérmica (Tabela 7) e da quantidade de nucleos
celulares em relacéo ao controle positivo. As células apresentaram-se como um tecido
conjuntivo frouxo, ndo sendo verificada estratificacdo ou disposicdo dessas células
em camadas delimitadas. Ainda, as analises histolégicas mostraram
migracao/proliferacéo das células em direcao ao equivalente dérmico (Figura 14A/B),
nao sendo observada delimitagcdo dermoepidérmica.

Um fendtipo de tecido conjuntivo frouxo também foi identificado nas amostras
cultivadas com KSFM. N&o foi verificada predominancia entre MEC basofila e
quantidade de células, que se dispuseram, aleatoriamente, sem organizacado

estrutural caracteristica (Figura 14C/D).

Figura 14 - Fotomicrografia das CTM pré-cultivadas em KSFM por 4 dias e induzidas a
diferenciacdo epidermal sobre o equivalente dérmico. As CTM foram cultivadas sobre o
equivalente dérmico de colageno com fibroblastos por 1 dia, em meio KGM (A e B) ou KSFM
(C e D). Ap6s 1 dia de imerséo, as células foram expostas a IAL por 10 dias. Observa-se
grande quantidade de matriz extracelular (setas amarelas), principalmente nas amostras
constituidas por CTM induzidas a diferenciagdo com meio KGM. Ainda, em algumas regides,
observa-se a presenca de vacuolos ndo corados (setas vermelhas), que ddo aspecto
esponjoso ao tecido. Coloracdo de Hematoxilina-eosina. Aumento de 100 x (A, C, E, G) e 200
x (B, D, F, H). D: derme.
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Fonte: do proprio autor.

Tabela 7 - Espessura da epiderme potencialmente formada a partir de CTM cultivadas
em IAL apds 1 d de imerséo

- Meio de Meio de Espessura da
Condigao dif o x dif S q b
Tipo Celular prévia de iferenciagéo no iferenciagdo  camada sobre
cultivo periodo de no periodo de a matriz
imerséo (1d) IAL (10 d) dérmica (um)
CTM DL10 DL10 DL10 23’5é*{)4’36
CT™M DL10 KGM/RAFT RAFT 184’(?:_;)7’71
CTM DL10 KSFM/RAFT RAFT 62’4é*{)10'0
CT™M DL10 KGM/KSFM/RAFT RAFT 114’3‘*{)12,1
CTM KSFM por 4 KGM/RAFT RAFT 6449 £ 38,3
dias (***)
CTM KSFM por 4 KSFM/RAFT RAFT 2455104
dias (***)
Queratinacitos KGM KGM/RAFT RAFT 451 + 5,83

Basais (controle)

Fonte: do préprio autor.

Aparentemente, o cultivo das células por 1 dia tanto em KGM ou KSFM, antes
da exposicéo a IAL, nao foi suficiente para promover a estratificacdo da epiderme.
(2013)

transdiferenciacédo de CTM de tecido adiposo e producao de epiderme estratificada,

Contudo, Chavez-Munoz et al. obtiveram relativo sucesso na

ao cultivar as células imersas por 10 dias nos meios contendo diferentes fatores
quimicos, antes de expo-las a IAL, utilizando o meio de cultura DL10 e KSFM (1:1).

Portanto, optamos por aumentar o periodo de cultivo imerso para 10 dias (Figura 15),
e ndo pré-diferenciar as células com KSFM, ja que, nessa condi¢do, foi verificado
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aumento de cerca de 1,5 vez na espessura da camada sobre a matriz dérmica em
relacdo a epiderme controle, além de proliferacéo celular exacerbada em direcdo ao
equivalente dérmico, sugerindo um fendtipo invasivo, comumente relacionado a
fendmenos tumorais (Figura 14B).

As células cultivadas em KGM (Figura 15C/D), KSFM (Figura E/F), RAFT
(Figura 15G/H), DMEM/KSFM (Figura 151/J) apresentaram fenétipo tipico de tecido
conjuntivo frouxo, conforme descrito anteriormente para os resultados obtidos com as
CTM cultivadas por 1 dias em meio diferenciacdo, onde foi observada a presenca de
fibras frouxamente ligadas e células dispersas em uma substancia fundamental

gelatinosa.

As células cultivadas em KGM distribuiram-se mais homogeneamente sobre o
equivalente dérmico, o que se refletiu na menor dispersdo média das medidas de
espessura epidérmica (Tabela 8). A quantidade de vacuolos ndo corados, os quais
tem sido relacionados ao fenétipo de tecido esponjoso, foi menor nessa condicéo
(Figura 15D).

As células cultivadas em KSFM apresentaram perfil mais proliferativo em
direcdo ao equivalente dérmico, de modo que a derme foi contraida até quase o
fechamento da regido epidérmica, ndo sendo possivel realizar a medida da espessura
da potencial epiderme no local (Figura 15F).

Quando cultivadas em DL10/KSFM, a potencial epiderme formada pelas CTM
apresentaram mais vacuolos ndo corados (setas vermelhas), quando comparada as

outras condicdes de diferenciacéo (Figura 15H).

Tabela 8 - Espessura da epiderme potencialmente formada a partir de CTM cultivadas
em IAL ap6s 10 d de imersao

Meio de Meio de
Tipo Celular diferenciacéo no diferenciacao Espessura da
periodo de imerséao no periodo epiderme (um)
(10d) de IAL (10d)
CT™M KGM/RAFT RAFT 192,4 + 9,3 (***)
CT™M KSFM/RAFT RAFT -
CT™M RAFT RAFT 129,8 + 12,6 (***)
CT™M DL10/KSFM/RAFT RAFT 194,4 + 11,0 (***)
Queratindcitos KGM/RAFT por1d RAFT 451,0+5,8

Basais (controle)
Fonte: do proprio autor.
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Figura 15 - Fotomicrografia das CTM induzidas a diferenciacdo epidermal sobre
equivalente dérmico com 10 dias de periodo de imersao. As CTM foram cultivadas sobre
0 equivalente dérmico de coldgeno com fibroblastos durante 10 dias em meio KGM (C e D),
KSFM (E e F), RAFT (G e H) ou DL10/KSFM (I e J). Queratindcitos basais cultivados imersos
por 1 dia em KGM (A e B) foram usados como controle positivo. Apos o periodo de imersao,
as células foram expostas a IAL por 10 dias. As CTM induzidas a diferenciacao epidérmica
apresentaram fenotipo tipico de tecido conjuntivo frouxo, grande producdo de matriz
extracelular (setas amarelas), além da presenca de vacuolos néo corados (setas vermelhas).
Ainda, as CTM cultivadas em KSFM proliferaram em direcdo ao equivalente dérmico.
Coloragéo de hematoxilina-eosina. Aumento de 200 x (A, C, E, G, I, K) e 400 x (B, D, F, H, J,
L)

Pele
controle

KGM

KSFM
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RAFT

DL10/
KSFM

Fonte: do préprio autor.

4.4.1.2 Imunofluorescéncia para CQ10

Apb6s 10 dias de exposicdo em IAL, foi analisada a expressdo da CQ10 nas
potenciais epidermes formadas sobre a matriz de colageno e fibroblastos. Essa
proteina € expressa nas camadas suprabasais da epiderme, como observado na
epiderme controle (Figura 16A). Quando as CTM foram cultivadas em meio DL10,
nao foi observada a expressdo dessa citoqueratina (Figura 16B). No entanto, ao
serem cultivadas em meio de diferenciacdo KGM (Figura 16C), KSFM (Figura 16D),
RAFT (Figura 16E) e DL10/KSFM (Figura 16F), é possivel observar uma discreta
expressdo dessa proteina distribuida aleatoriamente no tecido, e ndo somente nas
camadas mais superficiais, 0 que pode estar associado a um inicio de diferenciacédo

epidermal das CTM, n&o observada quando usa-se meio de proliferacéo.
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Figura 16 - Expressao de CQ10 por imunofluorescéncia nas epidermes formadas sobre
equivalente dérmico de colageno e fibroblastos. Apds 10 dias de exposi¢do em IAL, as
CTM cultivadas no periodo de imers&o em meio KGM (C), KSFM (D), RAFT (E) e DL10/KSFM
(F) apresentaram discreta marcacao para CQ10, que ndo é observada em CTM cultivadas em
meio de proliferacdo DL10 (B). Essa proteina € expressa nos estratos suprabasais da
epiderme formada por queratindcitos (A). Aumento de 200 x.

Controle DL10

KGM KSFM

RAFT DL10/KSFM

Fonte: do proprio autor.
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4.4.1.3 Atvidade enzimatica de calicreinas teciduais

Apbs 4, 7 e 10 dias de exposicao das culturas a IAL, a epiderme formada a
partir de queratindcitos basais ou a potencial epiderme formada a partir de CTM, foi
separada, manualmente, do equivalente dérmico, por tracdo das duas camadas em
sentido opostos, conforme mostrado na Figura 17.

Os extratos de cada uma dessas camadas foram utilizados para quantificacao
da atividade enzimatica de KLK5, KLK6 e KLK7, a partir da clivagem de substratos

fluorogénicos especificos (FRET) especificos para essas enzimas.

Figura 17 - Separacdo manual da epiderme e derme (controle positivo). Apos 10 dias de
exposicao a IAL, a epiderme (seta amarela), caracterizada por uma pelicula transparente, foi
separada da derme (seta vermelha), manualmente, com auxilio de uma pinca, para analises
posteriores.

Fonte: do préprio autor.

Para todas as KLK, em todos os periodos de tempo, exceto para KLK6 no dia
7, foi observada diferenca significativa entre a atividade na epiderme e derme, de pelo
menos 1,5 vez. A maior diferenga na expresséo das KLK entre essas duas camadas
ocorreu no dia 4, com diferenca de até 3 vezes (Figura 18 A-C). Nao houve diferenca

entre a atividade das KLK na epiderme controle nos diferentes periodos de tempo.
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Figura 18 - Atividade de KLK5, KLK6 e KLK7 na epiderme e derme. A atividade enzimatica
de KLK5 (A), KLK6 (B) e KLK7 (C) foi detectada na hidrolise de substratos FRET pelas
proteinas presentes nos extratos de epiderme (queratinécitos basais) e derme (fibroblastos),
em diferentes periodos (4, 7, 10 dias) de IAL. De modo geral, a atividade de KLK na epiderme
foi superior a derme. As diferencas foram analisadas por ANOVA + pés-teste de Bonferroni e
consideradas estatisticamente diferentes com p<0,05(*), p< 0,01(**) e p<0,001 (***), quando
comparadas a derme no mesmo periodo de cultivo. UAF: unidade arbitraria de fluorescéncia;

ptn: proteina;
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Fonte: do préprio autor.

Quanto a caracterizagdo das enzimas com seus inibidores especificos, para
KLKS5, na presenca de SBTI 100 e 500 uM ou aprotinina 5 uM, a atividade residual foi
menor que 5% (Figura 19A). Para KLK7, observou-se diminuicdo de 40% da atividade
residual na presenca de TPCK 100 uM, e de 75% com TPCK 500 uM (Figura 19B),

confirmando a especificidade do ensaio para a detec¢éo da atividade de KLK na pele.

Figura 19 - Caracterizacdo da atividade de KLK5 e KLK7 com o uso de inibidores. A
caracterizacdo da atividade de KLK5 (A) e KLK7 (B) foi realizada por meio deteccéo de sua
atividade residual na presenga dos inibidores SBTI e aprotinina para KLK5 e TPCK para KLK7.
Controle: CTM cultivadas bidimensionalmente em KSFM por 11 dias. KLK: calicreina tecidual,
SBTI: Inibidor de tripsina de soja; TPCK: tosil-fenilalanil-clorometil cetona.
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Fonte: do proprio autor (Santos et al, 2019)

Com relacédo a atividade de KLK nas potenciais epidermes formadas a partir de
CTM, verificou-se que ndo ha diferenca significativa em relacdo a epiderme controle,
formada a partir de queratindcitos basais, tanto para KLK5 (Figura 20A), KLK6
(Figura 20C) e KLK7 (Figura 20E) quando cultivadas nas mesmas condic¢des, ou seja,
1 dia imersas em KGM/RAFT e depois cultivadas em IAL em meio RAFT. No entanto,
apesar da atividade enzimatica ser aparentemente menor que a epiderme formada
por queratindcitos, as CTM cultivadas em meio DL10 também ndo apresentaram
diferenca significativa em relacéo a epiderme controle, exceto para atividade de KLK?7.

Quando cultivadas por 10 dias em imersao e 10 dias de exposi¢éo a IAL, nos
meios de diferenciacdo KGM, KSFM e DMEM/KSFM também néo foi observada
diferenca significativa em relacdo a epiderme controle, para atividade de KLK5 (Figura
20B), KLK®6 (Figura 20D) e KLK7 (Figura 20F), exceto para atividade de KLK7 para
KGM e DMEM/KSFM que foi 2,1 e 2,2 vezes maior.

Figura 20 - Atividade de KLK5, KLK6 e KLK7 nas CTM induzidas a diferenciacéo
epidérmica ap6s 1 ou 10 dias de imersdo. As CTM foram cultivadas por 1 (A, C e E) ou 10
(B. D, e F) dias em diferentes meios de diferenciacdo ou DL10 e expostas a IAL por 10 dias.
A atividade enzimatica de KLK5 (A e B), KLK6 (C e D) e KLK7 (E e F) nos extratos celulares
foi determinada na hidrélise de seus respectivos substratos. Epi CTR: epiderme controle
formada a partir de queratindcitos basais. ns: sem diferenca significativa. p<0,05(*),
comparada ao controle. KLK: calicreina tecidual; UAF: unidade arbitraria de fluorescéncia;
min: minuto; ptn: proteina.
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Fonte: do préprio autor.
4.4.1.4 Expressao de proteinas epidérmicas
A expressédo da CQ14 e CQ10, presentes no estrato basal e suprabasal,

respectivamente, da epiderme, foi avaliada nas amostras apés diferentes periodos de
exposicdo a IAL. A expressao de CQ14 foi verificada no 7° dia de cultura nas
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potenciais epidermes obtidas com CTM cultivadas em KGM/RAFT, ndo sendo
verificada expressao significativa nos outros periodos analisados (Figura 21A),
quando comparadas as CTM cultivadas em DL10 no mesmo dia de IAL. A auséncia
da expressao dessa proteina também foi verificada nas CTM e fibroblastos cultivados
com DL10 em 2D. Queratindcitos basais expressaram CQ14, assim como a pele
controle 3D, provavelmente, devido a presenca de queratindcitos basais em sua

camada germinativa (Figura 21B).

Figura 21 - Expressao de CQ14 em peles formadas por CTM e células 2D. As CTM foram
cultivadas em meio DL10 ou KGM/RAFT por 4, 7 e 10 dias (A). CTM, fibroblastos e
queratinécitos mantidos em meio para cultura 2D também foram analisados, assim como pele
controle 3D. A expressao foi normalizada pela do gene constitutivo GAPDH e analisada em
relacdo as células cultivadas em DL10 no primeiro dia. (*) Diferente em relacéo a pele CTM
DL10 no mesmo periodo de cultivo (p<0,05).($$) Diferente em relacdo ao dia 4. ns: sem
diferenca significativa.
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Fonte: do proprio autor.

Também no 7° dia de IAL foi verificado aumento da expressdo de CQ10 nas

peles contendo CTM induzidas a diferenciacdo e, apesar de nao ser diferente, no 10°
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dia de cultura em IAL ainda € possivel observar significativa expressido dessa
proteina, a qual é ausente nas CTM cultivadas em DL10 (Figura 22A) nos mesmos
periodos. A expressdo verificada no 4° dia de cultura é similar & expressdo em
queratinécitos basais, 0 que sugere comprometimento dessas células com a linhagem
epidermal no inicio do periodo de cultura, o que néo ocorre nas CTM e fibroblastos
cultivados em DL10. A pele controle apresentou expressao dessa proteina 55 vezes

maior do que 0s queratindcitos basais (Figura 22B).

Figura 22 - Expressdo de CQ10 em peles formadas por CTM e células 2D. (A)CTM
cultivadas em DL10 ou KGM/RAFT por 4, 7 e 10 dias. (B) CTM, fibroblastos e queratindcitos
cultivados em 2D e pele controle 3D. A expressao foi normalizada pela do gene constitutivo
GAPDH e analisada em relagédo as peles com CTM cultivadas em DL10 no primeiro dia. (**)
Diferente em relacdo ao DL10 no mesmo periodo de cultivo (p<0,01). ($$$) Diferente em
relacdo a pele CTM DL10 dia 4 (p<0,001).
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Fonte: do proprio autor.
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Pele CTM DL10 dia 4

A expressao de involucrina também foi investigada apos 4, 7 e 10 dias de

exposicdo a IAL. Assim como a CQ10, a involucrina teve sua expressao aumentada
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no 7° dia nas peles com CTM induzidas a diferenciacéo (Pele MSC RAFT), quando
comparadas as peles com CTM cultivadas em DL10 (Pele MSC DMEM) (Figura 23
A). Queratindcitos basais cultivados bidimensionalmente apresentaram expressao de
involucrina 16,3 vezes menor que a pele controle, que é confeccionada com essas
células. As CTM cultivadas bidimensionalmente em DL10 nado apresentaram

expressao de involucrina (Figura 23B).

Figura 23 - Expressao de involucrina em peles formadas por CTM e células 2D. (A) Peles
com CTM cultivadas em DL10 ou KGM/RAFT por 4, 7 e 10 dias em IAL. (B) CTM, fibroblastos
e queratindcitos cultivados em 2D, e pele controle 3D. A expresséao foi normalizada pela do
gene constitutivo GAPDH e analisada em relagéo as peles com CTM cultivadas em DL10 no
primeiro dia. (***) Diferente em relacdo a pele CTM DL10 no mesmo periodo de cultivo
(p<0,001); ($$%) Diferente em relagdo a pele CTM DL10 dia 4 (p<0,001).
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Fonte: do préprio autor.

Ja a expressdo de filagrina apresentou perfil de expressdo diferente das

proteinas apresentadas anteriormente. Essa proteina, presente na ultima camada da
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epiderme, apresentou aumento de sua expressao no final do periodo de analise (10
dias) nas CTM induzidas a diferenciacdo (Figura 24A). Novamente, queratindcitos
basais cultivados bidimensionalmente apresentam expresséo de filagrina 8,2 vezes
menor que a pele controle. As CTM cultivadas em 2D em DL10 n&do apresentaram

expressao de filagrina (Figura 24B).

Figura 24 - Expresséao de filagrina em peles formadas por CTM e em células cultivadas
em 2D. (A) CTM cultivadas em DL10 ou KGM/RAFT por 4, 7 e 10 dias. (B) CTM, fibroblastos
e queratindcitos cultivados em 2D e pele controle 3D. A expressao foi normalizada pela do
gene constitutivo GAPDH e analisada em relagéo as peles com CTM cultivadas em DL10 no
primeiro dia. (*) Diferente em relagdo ao DL10 no mesmo periodo de cultivo (p<0,01).
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4.4.2 Matrix descelularizada MatriXpec™

Considerando que o protocolo para confecgcéo de pele 3D desenvolvido pela
Profa. Dra. Silvya Stuchi resulta em uma epiderme diferenciada e estratificada, e que
o tempo de 10 dias de imersdo em meio de diferenciacdo apresentou células com
perfil mais invasivo quando comparado ao 1 dia, optou-se por seguir somente com o
protocolo de pele padréo, conforme item 3.3.1, para o desenvolvimento dos
equivalentes epidérmicos sobre a matriz descelularizada MatriXpec™.

Macroscopicamente, as CTM cultivadas sobre o MatriXpec™ em DL10,
diferentemente da matriz de colageno, contrairam o plug formado (linhas brancas
pontilhadas, Figura 25) de modo a quase fecha-lo (seta amarela, Figura 25),
evidenciando que as CTM exibiram grande interagcdo com esse material nessa
condicdo, fenbmeno nao observado quando as células foram cultivadas em
KGM/RAFT (seta preta, Figura 25).

Figura 25 - Fotografia das peles com CTM sobre colageno ou MatriXpec™ ap6s 1 dia de
imersao. As CTM foram cultivadas como equivalente epidérmico (linha tracejada) sobre o
colageno ou MatriXpec™, e induzidas ou ndo a diferenciacdo em DL10 ou KGM/RAFT,
respectivamente. E possivel observar grande contracdo do MatriXpec™ quando as CTM s&o
cultivadas sobre ele em DL10 (seta amarela), fenbmeno nao identificado quando essas
células sé&o cultivadas em KGM/RAFT sobre 0 mesmo suporte (seta preta).

D10 KG/RA

Colageno
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Fonte: do préprio autor.
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4.4.2.1 Andlise histolégica

A andlise histolégica demonstrou que as CTM, quando cultivadas sobre o
coldgeno (Figura 26A), dispuseram-se como um tecido conjuntivo frouxo, de forma
similar ao observado quando as CTM foram cultivadas sobre o equivalente dérmico
de colageno e fibroblastos (item 4.4.1.1). No entanto, seu cultivo sobre o MatriXpec™
induzidas a diferenciagéo (Figuras 26B e 26D) ndo apresentaram fenétipo de células
epiteliais, que sdo cuboides e justapostas, mas

Ainda, MatriXpec™ em DL10, as células apresentaram migracao/proliferacéo
exacerbada em direcdo ao equivalente dérmico quando comparadas as CTM
cultivadas sobre o colageno (Figura 26A), evidenciando um perfil invasivo comumente

encontrado em processos tumorais (Figura 26C).

Figura 26 - Fotomicrografia das CTM cultivadas como equivalente epidérmico sobre
matriz de coldgeno ou MatriXpec™. Apo6s 10 dias de IAL, as CTM cultivadas sobre
equivalente dérmico composto por colageno (A e B) ou MatriXpec™ (C e D) em DL10 (A e C)
ou KGM/RAFT (C e D). De maneira geral, as células apresentaram fenétipo tipico de tecido
conjuntivo frouxo. Ainda, as CTM cultivadas em DL10 sobre o MatriXpec™
migraram/proliferaram em direcdo a esse equivalente dérmico (C), diferentemente de quando
séo cultivadas sobre o colageno (A). Coloracdo de hematoxilina-eosina. Aumento de 200 x.

Fonte: do proprio autor.
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4.4.2.2 Imunofluorescéncia para CQ5, CQ10 e involucrina

As CTM, quando cultivadas em DL10 sobre o colageno ou MatriXpec™
(Figuras 27A e 27C, respectivamente), ndo foram marcadas positivamente para a
CQ5, encontrada na camada basal da epiderme. No entanto, apesar da marcacéo
discreta, ela esteve presente nas CTM induzidas a diferenciacdo sobre o plug de
coldgeno (Figura 27B), apesar de ndo estrato-especifica. Tal expressao ndo foi
verificada quando essas células foram cultivadas sobre o MatriXpec™ (Figura 27D)

Figura 27 - Expressdao de CQ5 detectada por imunofluorescéncia nas epidermes
formadas a partir de cultivo de CTM sobre equivalente dérmico. (A) CTM cultivadas em
DL10 em matriz de colageno; (B) CTM induzidas a diferenciacdo em matriz de colageno; (C)
CTM cultivadas em DL10 em MatriXxpec™; (D) CTM induzidas a diferenciacdo em
MatriXpec™. Aumento de 200 x.
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Fonte: do proprio autor.

A CQ10, citoqueratina encontrada nas camadas suprabasais da epiderme, nédo

foi identificada quando as CTM foram cultivadas sobre colageno (Figura 28A) ou
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MatriXpec™ (Figura 28C) em DL10. No entanto, quando induzidas a diferenciacao
sobre essas matrizes uma baixa expressao foi identificada tanto ao utilizar tanto o

coldgeno (Figura 28B), quanto o MatriXpec™ como suportes dérmicos (Figura 28D).

Figura 28 - Expressdo de CQ10 detectada por imunofluorescéncia nas epidermes
formadas a partir de cultivo CTM sobre equivalente dérmico. (A) CTM cultivadas em DL10
em matriz de coldgeno; (B) CTM induzidas a diferenciacdo em matriz de colageno; (C) CTM
cultivadas em DL10 em MatriXpec™; (D) CTM induzidas a diferenciacdo em MatriXpec™.
Aumento de 200 x.
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Fonte: do proprio autor.

A expresséao de involucrina néo foi identificada quando as CTM foram cultivadas
em DL10, seja sobre o colageno (Figura 29A) ou MatriXpec™ (Figura 29C). Ao serem
induzidas a diferenciacéo sobre o colageno apresentaram expressao de involucrina
que, apesar de ndo exacerbada, esta localizada, principalmente, nas camadas mais
superiores do tecido (Figura 29B). Essa expressdo também foi, minimamente,
encontrada nas células diferenciadas sobre o MatriXpec™, e estd distribuida,

aleatoriamente, entre as células (Figura 29D).
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Figura 29 - Expresséo de involucrina detectada por imunofluorescéncia nas epidermes
formadas a partir cultivo de CTM sobre equivalente dérmico. (A) CTM cultivadas em DL10
em matriz de coldgeno; (B) CTM induzidas a diferenciacdo em matriz de colageno; (C) CTM
cultivadas em DL10 em MatriXpec™; (D) CTM induzidas a diferenciacdo em MatriXpec™.
Aumento de 200 x.
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Fonte: do préprio autor.

4.4.2.3 Atividade Enzimatica de calicreinas teciduais

Apbs 10 dias de exposicdo a IAL, CTM induzidas a diferenciacdo epidérmica
foram avaliadas quanto a atividade de KLK5 e KLK7 em comparac¢do com as amostras
cultivadas em DL10, tanto sobre o colageno quanto sobre o MatriXpec™.

A atividade de KLKS5 foi 1,3 vezes maior nas células induzidas a diferenciacéo
sobre o colageno e 1,8 vezes maior sobre o MatriXpec™, quando comparadas as
amostras cultivadas em DL10 (Figura 30A). A atividade de KLK5 encontrada nas CTM
cultivadas sobre o colageno foi 1,4 vezes maior que nas células cultivadas sobre o
MatriXpec™ nas mesmas condicdes.

Ja para KLK7, a atividade nas células diferenciadas sobre o MatriXpec™ foi de
5,3 vezes maior que nas células ndo induzidas a diferenciacao sobre o mesmo suporte

dérmico. Na matriz de colageno, foi detectada atividade 1,9 vezes maior nas células
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induzidas a diferenciacdo em relacdo as células cultivadas em DL10 no mesmo
periodo. Ainda, tal atividade foi 2,8 vezes maior nas células cultivadas sobre
MatriXpec™ em relacdo as células cultivadas sobre colageno, no mesmo periodo
(Figura 30B).

Figura 30 - Atividade de KLK5 e KLK7 nas CTM induzidas a diferenciacdo epidérmica
sobre colageno ou MatriXpec™. Atividade enzimatica de (A) KLK5 e (B) KLK7 determinada
na hidrélise de seus respectivos substratos, em CTM cultivadas sobre o equivalente dérmico
de colageno ou MatriXpec™. p<0,01 (**) e p<0,001(***) Diferenga comparada a CTM
cultivadas com DL10 sobre o0 mesmo suporte dérmico. KLK: calicreina tecidual; UAF: unidade
arbitréria de fluorescéncia; min: minuto; ptn: proteina.
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4.4.3 Scaffold de nanocelulose CellFate®

4.4.3.1 Andlise histolégica

Quando queratindcitos basais foram induzidos a diferenciagdo sobre o
CellFate® (Figuras 31A/B), observou-se proliferacao e estratificacdo muito similar a
RHE controle (Figuras 31C/D), apresentando células pavimentosas justapostas
caracteristicas da camada basal (seta roxa), células mais alongadas com aspecto
espinhoso, caracteristicas da camada espinhosa (seta amarela), células contendo
granulos basofilicos, caracteristicos da camada granulosa (seta laranja) e uma
barreira de células anucleadas e queratinizadas, caracteristicas da cornea (seta azul)
da epiderme, demonstrando que o CellFate® apresenta estrutura e composi¢ao
adequadas para a producao de RHE in vitro, quando utilizados queratindcitos basais.

A RHE controle (Figuras 31 C/D) resultou em uma epiderme estratificada com
todas as camadas, ainda que pouco desenvolvidas. E possivel verificar, tanto na
epiderme controle quanto na produzida com CellFate®, a presenca de nucleos na
camada cérnea, 0 que caracteriza paraqueratose e demanda a otimizacdo dos

protocolos no sentido de obter uma epiderme terminalmente diferenciada e saudavel.

Figura 31 - Fotomicrografia dos queratindcitos cultivados sobre a matriz CellFate® ou
transwell. (A)Queratinécitos basais cultivados sobre o CellFate® (A/B) ou sobre o transwell
(C/D) em meio de diferenciacéo e expostos a IAL por 10 dias. Em ambos suportes, as células
foram capazes proliferar e formar uma estrutura estratificada, apresentando as camadas:
basal (setas roxas), espinhosa (setas laranjas), granulosa (setas amarelas) e cérnea (setas
azuis). Coloracdo de hematoxilina-eosina. Aumento de 100 x (A e C) e 200 x (B e D).
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Fonte: do proprio autor.

Corroborando os dados obtidos anteriormente com MatriXpec™, as CTM
cultivadas em meio de proliferagdo sobre o CellFate® (Figuras 32A/B) dispuseram-
se aleatoriamente sobre a derme com um fenoétipo similar a um tecido conjuntivo
frouxo. A matriz extracelular apresentou coloracdo arroxeada, identificada pela
hematoxilina, o que a caracteriza como basdfila, possivelmente por conter muitas
moléculas com grupamentos acidos. E possivel observar que as CTM foram capazes
de promover a contracao do CellFate® durante o periodo de cultivo (Figura 32A, seta
vermelha), sugerindo que essas células possam ter alguma funcéo no remodelamento
tecidual, evento que ocorre no processo de cicatrizacao, por exemplo.

As CTM cultivadas em meio de diferenciacédo (Figura 32C/D) apresentaram
fendtipo diferente das células cultivadas em meio de proliferacdo, tendo em vista que,
na regido mais proxima ao CellFate®, as células dispuseram-se irregularmente e
produziram matriz extracelular rosacea (Figura 32D, seta cinza) que,
histologicamente, apresentou consisténcia arenosa similar a uma matriz 6ssea
primaria, chamada de osteoide, onde, futuramente, pode ocorrer a deposicéo de sais
de calcio, tornando-a mineralizada.

Em direcdo ao centro do tecido formado, as células induzidas a diferenciacéo
apresentaram-se mais alongadas, dispondo-se em feixes multidirecionados, com
ndcleos celulares alongados, com cromatina densa e organizados no mesmo sentido,
dando um aspecto fusiforme as células (Figura 32D, seta cinza). Em regibes mais
frouxas, é possivel verificar a presenca de substancia amorfa fundamental levemente

basofila preenchendo o espaco.
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Figura 32 - Fotomicrografiadas CTM cultivadas sobre a matriz CellFate®. CTM cultivadas
em meio de proliferacdo (A/B) ou diferenciacao (C/D) e expostas a IAL durante 10 dias. As
CTM cultivadas em meio de proliferacao apresentaram caracteristicas de tecido conjuntivo (B,
setas pretas), com células dispersas em matriz extracelular, e foram capazes de contrair a
matriz (A, seta vermelha). Quando induzidas a diferenciacdo, as CTM secretaram matriz
extracelular tipica de diferenciacdo osteogénica nas extremidades (D, setas cinzas) ou
apresentaram-se com nucleos alongados e organizadas em feixes multiparalelos (1D, setas
verdes). Coloracdo de hematoxilina-eosina. Aumento de 100 x (A, C) e 200 x (B, D).
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Fonte: do proprio autor.

4.4.3.2 Imunofluorescéncia para CQ10

Nao foi identificada a expressdao de CQ10 nas CTM cultivadas sobre o
CellFate®, seja em meio de proliferacdo (Figura 33A) ou de diferenciacdo (Figura
33B). Contudo, quando os queratinécitos basais foram induzidos a diferenciacéo
sobre o CellFate®, foi possivel observar a presenca de CQ1l0 nos estratos
suprabasais (Figura 33C), assim como quando cultivadas sobre o transwell (Figura
33D, controle positivo). Na camada basal (regido abaixo da linha pontilhada, Figura
33C/D), nédo foi identificada a expressao dessa proteina (setas brancas, Figura

33C/D), o que representa expressao estrato-especifica bem definida.
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Figura 33 - Expressdo de CQ10 por imunofluorescéncia em equivalentes epidérmicos
cultivados sobre o CellFate® ou transwell. (A) CTM cultivadas sobre o CellFate® em meio
de proliferagcéo ou (B) diferenciacdo e expostas a IAL por 10 dias. (C) Queratindcitos cultivados
sobre o CellFate(r) ou (D) transwell, em modelo de RHE. Linha pontilhada: delimitacao entre
camada basal e suprabasal. Setas brancas: queratinécitos negativos para CQ10. Aumento de
100 x (A, B) e 200 x (C, D).
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Fonte: do proprio autor.

4.4.3.3 Avaliacdo da atividade de calicreinas teciduais

De maneira geral, as CTM quando cultivadas em meio de proliferagdo sobre o
CellFate® apresentaram atividade de KLK5 (Figura 34A) e KLK7(Figura 34B) de 3,3
e 5,0 vezes menor quando comparadas as células cultivadas em meio RAFT,
respectivamente, sugerindo que, nessa condicdo, as células poderiam estar
comprometidas com a diferenciacéo epidérmica. A mesma razéo foi identificada para

atividade das duas KLK em meio de proliferacdo e diferenciacdo, quando essas



65

células foram cultivadas sobre a membrana polimérica transwell. No entanto, a
atividade nas células cultivadas no transwell foi cerca de 1,8 vezes maior que as

células cultivadas sobre o CellFate®.

Figura 34 - Atividade de KLK 5 e KLK7 nos extratos das CTM cultivadas sobre o
CellFate® ou transwell. As CTM foram cultivadas por 10 dias em IAL em DL10 ou RAFT
sobre a matriz CellFate® ou sobre a membrana polimérica transwell. A atividade enzimatica
de (A) KLK5 e (B) KLK7 presente nos extratos celulares foi determinada na hidrélise de seus
respectivos substratos. As diferencas foram consideradas estatisticamente diferentes com
p<0,001(***), comparadas ao cultivo em DL10 ou RAFT no mesmo periodo, e p<0,001 ($$3$),
p<0,01 ($%) ou p<0,05 ($) quando comparadas ao cultivo sobre o CellFate® ou transwell no
mesmo periodo. KLK: calicreina tecidual; UAF: unidade arbitraria de fluorescéncia; min:
minuto.
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4.4.4 Tela absorvivel Integra®

4.4.4.1 Andlise histolégica

Em relacdo as andlises histoloégicas das CTM cultivadas sobre a tela
absorvivel comercial Integra®, foi verificado que as células cultivadas em DL10
foram capazes de aderir as matrizes. Observou-se aumento da quantidade de
nacleos corados com DAPI, conforme o tempo de cultivo, o que indica proliferacéo
celular (Figura 35). Essa marcacdo nuclear também evidenciou a existéncia de
células dentro das matrizes, o que se relaciona, possivelmente, ao potencial de
migracao das células de acordo com a porosidade e caracteristicas dessa matriz.
Curiosamente, ao final do periodo de cultivo, observou-se proliferacdo acima do
limite do equivalente dérmico (Figura 35I), contudo mais andlises devem ser
realizadas a fim de se averiguar as caracteristicas fenotipicas dessas células.

As células cultivadas em KSFM também proliferaram ao longo do tempo de
cultivo, como também observado para o DMEM (Figura 36). No entanto, essa
proliferagcdo/migracéo celular foi, somente, em direcdo ao interior do equivalente
dérmico (Figura 361), e ndo em direcdo ao ar, como esperado para 0 processo de
estratificacdo epidérmica.

Também foi verificado que a matriz Integra® possui autofluorescéncia verde,
identificada nas Figuras 35G e 36G, impossibilitando o uso de anticorpos que
emitem a fluorescéncia nesse comprimento de onda (como FITC e Alexa Fluor 488),
como os utilizados para marcacdo das proteinas epidérmicas nos experimentos

anteriores.
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Figura 35 - Fotomicrografias das CTM cultivadas sobre a matriz Integra® em DL10. CTM
foram cultivadas por 1 (A-C), 7 (D-F) e 10 (G-I) dias em IAL em DL10 (controle negativo).
Marcacdo azul: nacleos celulares. Linha tracejada: delimitagdo da matriz dérmica. Setas
brancas: proliferagéo celular acima da matriz. Aumento de 100 x.
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Fonte: do proprio autor.
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Figura 36 - Fotomicrografias das CTM cultivadas sobre a matriz Integra® em KSFM. CTM
foram induzidas a diferenciacao epidermal pelo cultivo em KSFM por 1 (A-C), 7 (D-F) e 10 (G-
) dias em IAL. Marcacao azul: nucleos celulares corados com o corante Hoesch 33342. Linha
tracejada: delimitacdo da matriz dérmica. Setas brancas: migracao/proliferacdo celular em
direcdo ao equivalente dérmico. IAL: interface ar-liquido. Aumento de 100 x.
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Fonte: do proprio autor.
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4.4.4.2 Atvidade enzimatica de calicreinas teciduais

Em relacéo a atividade das KLK nas CTM cultivadas sobre a Integra®, verificou-
se que a atividade de KLKS5 foi, consideravelmente, maior (até 4,4 vezes) do que as
cultivadas em DL10 no mesmo periodo de cultura (Figura 37A).

Ja para KLK6, a atividade enzimatica permaneceu, praticamente, constante
durante todo o periodo de IAL para as células cultivadas em KSFM. As células
cultivadas em DMEM apresentaram menor atividade de KLK6, variando de 1,4 vez o
dia 1, 5,6 vezes para o dia 4 e 3,8 vezes menor para o dia 7, quando comparadas as
CTM induzidas a diferenciacéo. (Figura 37B).

Resposta similar & KLK5 (Figura XA) foi observada para a atividade de
KLK7(Figura37C) nas CTM cultivadas em KSFM, apos 1 dia de exposi¢éo a IAL. Tal
atividade foi de até 5,9 vezes maior quando comparada as CTM cultivadas em DL10.
Nota-se uma pequena queda de até 0,6 vezes na atividade de KLK7 durante o periodo
de cultura, para as CTM induzidas a diferenciacéo.

A média da atividade da KLK nas CTM cultivadas em KSFM sobre a matriz
Integra® foram similares as encontradas para os queratinécitos basais induzidos a

diferenciacéo terminal, conforme mostrado na Figura 18.

Figura 37 - Atividade de KLK 5, KLK6 e KLK7 nos extratos das CTM cultivadas sobre a
matriz Integra®. A atividade enzimatica de (A) KLK5, (B) KLK6 e (C) KLK7 foi quantificada
nas CTM cultivadas por até 11 dias em DL10 ou KSFM. Estatisticamente significativo para
(***)p<0,001 e (**) p<0,01, comparadas ao cultivo em DL10 no mesmo periodo. KLK:
calicreina tecidual; UAF: unidade arbitraria de fluorescéncia; ptn: proteina.
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Fonte: do préprio autor.

4.5 Investigacdo dos genes expressos por CTM no processo de cicatrizagao

Ao todo, foi avaliada a expressao de 84 genes envolvidos no processo de
cicatrizacdo (APENDICE C). Para a representacdo gréafica, foram escolhidos os 17
genes cuja expressdo foi mais modulada positivamente entre 0S grupos
experimentais, quando comparados ao controle (pele com queratindcitos), na

auséncia ou presenca de ferida, nas CTM diferenciadas cultivadas em KGM (Figura
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38), nas CTM ndao diferenciadas cultivadas em DL10 (Figura 39). A Figura 40
representa a expressao desses genes nas CTM cultivadas em KGM em relacdo as
cultivadas em DL10.

Quando as CTM foram induzidas a diferenciacdo, os genes mais modulados
foram alfa actina, fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) e colageno
tipo XIV (COL XIV), respectivamente. Na presenca da ferida, a expressédo de alfa
actina foi bruscamente diminuida, assim como a de outros genes menos modulados,
como CD40, catepsina G, fator de crescimento de fibroblastos (FGF) 10 e cadeia alfa
do fibrinogénio. A presenca da ferida ndo alterou a expressédo de COL XIV e IGF-1,
assim como de vitronectina e fator de crescimento de fibroblasto beta 3 (TGF-33)
(Figura 38).

Nas CTM cultivadas em DL10, integrina-beta 1 e quimiocina do tipo XCX
também foram fortemente modulados nesse contexto. No entanto, quando essas
amostras foram feridas, a expressao desses quatro genes foi abruptamente reduzida.
Ja a expressdo dos genes COL XIV e IGF-1 aumentou em 1,2 e 2,4 vezes,
respectivamente, enquanto FGF-7, TGF- 33, e inibidor de metaloproteinase (TIMP)
apresentou discreto aumento na expressao (Figura 39). Vale ressaltar que se trata de
um experimento de sondagem para que, em um segundo momento, os genes de
interesse sejam investigados estatisticamente.

Diferenciar as CTM faz com que os genes que codificam a cadeia alfa do
fibrinogénio e catepsina G sejam altamente expressos, genes esses que praticamente
nao sofrem modulacdo quando essas peles sdo feridas. Nesse caso, outros genes
passam a ser altamente modulados, como caderina tipo 1, fator de coagulacéo Il e
integrina beta 6. Os genes que codificam a enzina metalopeptidase de matriz 7 (MMP-
7) e o proto-oncogene Wnt-1 também sao modulados positivamente. Interferon-gama
gue antes nao era expresso, passa a ser modulado positivamente quando a pele

formada por CTM diferenciadas é ferida (Figura 40).
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Figura 38 - Genes envolvidos na cicatrizacdo modulados nas peles contendo CTM
induzidas a diferenciacdo, com ou sem ferida. Apés 10 dias de IAL, ou 6 dias de exposicao
a ferida, as CTM cultivadas em RAFT foram avaliadas quanto seu perfil de expressdo de
genes envolvidos na cicatrizagdo, comparadas a pele controle.
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Figura 39 - Genes envolvidos no processo cicatrizacdo modulados nas peles contendo
CTM nao induzidas a diferenciacdo, com ou sem ferida. Apds 10 dias de IAL, ou 6 dias de
exposicdo a ferida, as CTM cultivadas em DL10 foram avaliadas quanto seu perfil de
expressao de genes envolvidos na cicatrizacdo, comparadas a pele controle.
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Figura 40 - Genes envolvidos no processo cicatrizagdo modulados nas peles contendo
CTM induzidas ou nao a diferenciacéo epidermal, com ou sem ferida. Ap6s 10 dias de
IAL, ou 6 dias de exposicéo a ferida, as CTM cultivadas em RAFT foram avaliadas quanto seu
perfil de expressdo de genes envolvidos na cicatrizacdo, comparadas as CTM cultivadas em
DL10.
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Quando ¢é avaliada a modulagéo de genes em peles feridas em relacdo as nao
feridas, observa-se alteracdes em diversos genes envolvidos na cicatrizacédo, sendo
que, na Figura 41 séo listados 23 deles. Quando os equivalentes epidérmicos foram
compostos por CTM induzidas a diferenciacdo (RAFT), verificou-se uma maior

expressdo para o gene gue codifica a proteina caderina 1, assim como o fator de
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crescimento tumoral e a vitronectina. Observa-se alteragdo também nos genes IGF-1
e FGF-10, porém em menor intensidade. Na pele controle ferida, a proteina quimiocina
CXC, sofreram alteracdo, quando comparadas as nao feridas e, assim como nas CTM
em DL10, o gene que codfica para FGF-10 também foi modulado.

Figura 41 - Genes modulados no processo cicatrizacdo quando as peles contendo CTM
ou queratindcitos sao feridas.
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4.6 Caracterizacado de scaffolds como suporte dérmico

Os scaffolds produzidos foram caracterizados quanto a sua morfologia,
citotoxicidade e permissividade para adesé&o celular.

4.6.1 Morfologia das fibras produzidas por eletrofiacéo

Referente a caracterizacédo da morfologia do biomaterial produzido, as imagens
de MEV mostraram que a formulacdo PCL/gelatina utilizada foi viavel para
eletrofiacdo, produzindo fibras uniformes e de disposicao aleatéria (Figura 42).

Com relacdo ao efeito do processo de reticulagdo de vapor de GTA na
morfologia da nanofibra, utilizado para oferecer maior estabilidade a gelatina em
cultura (GOMES et al.,, 2013; ORYAN et al., 2018), pode-se deduzir que este
tratamento nédo alterou, significativamente, esse parametro. O diametro da fibra sofreu
pequena variacdo de 0,398 um + 0,08, antes da reticulacdo, para 0,459 um = 0,06,
apos o processo, 0 que nao foi relevante em termos das caracteristicas finais da

nanofibra.

Figura 42 - Imagens de MEV das fibras de PCL/gelatina produzidas pelo processo de
electrospinning. Morfologia das fibras antes (A) e apds (B) o processo de reticulacdo com
vapor de GTA 5%.
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4.6.2 Analise da Citotoxicidade

Os extratos nao foram toxicos para as células, que apresentaram viabilidade maior
que 90%, mesmo apods 3 dias de incubacdo com as mesmas, sugerindo que a
composicao proposta poderia ser usada em abordagens onde se pretende o contato

direto das células com o material (Figura 43).

Figura 43 - Viabilidade ap6s exposicao das células com os extratos de PCL/gelatina.
Células HFFF2 foram incubadas com o extrato dos scaffolds, em diferentes concentracdes
(100, 50 e 25%), por 24 e 72 h. Os dados estédo expressos em termos da média + EP (n = 3).
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Fonte: do proprio autor.

4.6.3 Analises por Microscopia de Varredura nos Scaffolds

Na Figura 44 observam-se extensdes eletrodensas sobre as nanofibras dos
scaffolds, o que caracteriza a presenca de células sobre o biomaterial (QUERIDO,
2019). Aspectos da morfologia celular ndo foram evidenciados por esse método
(Figura 47).
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Figura 44 - Imagens de MEV dos scaffolds com as células. Fibroblastos dérmicos HFFF2
cultivados sobre scaffolds de PCL/gelatina por 3 dias, identificados por projecdes eletrodensas
sobre as nanofibras (setas brancas). Aumento de 500 x (A) e 2000 x (B).
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5. DISCUSSAO

O uso de CTM do corddo umbilical configura-se como uma possibilidade
interessante para as terapias celulares, devido ao seu potencial de autorrenovacéao e
transdiferenciacdo. Além disso, por serem pouco imunorreativas e apresentarem
capacidade imunomoduladora, h& a perspectiva de serem empregadas na medicina
regenerativa (ERICES; CONGET; MINGUELL et al., 2000; PHAM; VU, 2020).

Considerando-se essas vantagens, aliadas a observacdo de que o cordao
umbilical é rico em CTM, no presente trabalho, estudamos, inicialmente, o potencial de
transdiferenciac@o dessas células em uma epiderme estratificada, em modelos 3D de
pele in vitro, utilizando diferentes equivalentes dérmicos, com perspectivas de uso na
engenharia tecidual.

A caracterizacao das células provenientes do banco de células do Laboratoério
de Fisiologia da pele e Bioengenharia tecidual como CTM foi feita seguindo-se critérios
estabelecidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular — SITC (DOMINICI et
al., 2006), entre os quais: a aderéncia a superficies plasticas (WUCHTER; WAGNER,;
HO, 2011), formato fibroblastoide, a capacidade de diferenciacdo em tecidos de origem
mesenquimal, in vitro, como os tecidos adipogénico, condrogénico e osteogénico, além
da expressdo de marcadores de superficie especificos tais como CD90, CD73 e
CD105, mas nédo CD45 e CD34 (DOMINICI et al., 2006).

Em relacdo a expressdo desses marcadores, 0s resultados de citometria
evidenciaram que mais de 95% das células apresentaram os antigenos de superficie
CD105, CD73, CD29, CD44, CD90, nao havendo marcacao significativa para os
antigenos CD31 e CD34. O resultado obtido indica que a populacdo selecionada
expressa 0os marcadores encontrados em CTM, conforme ja foi demonstrado por
varios autores (DOMINICI et al., 2006, BYDLOWSKI et al., 2009; MONTEIRO et al.,
2010; WILLIAMS; HARE, 2011; MIYAKI et al.,, 2012, SANTOS et al., 2019;
WUCHTER, WAGNER, HO, 2011; NAGAMURA-INOUE; HE, 2017).

Dos antigenos de superficie marcados positivamente, o CD105 ainda pode ter
sua expressao variada dependendo da fonte celular (medula éssea, tecido adiposo,
sangue do cordao umbilical, placenta, entre outros), do tempo de cultura in vitro e do
estagio de diferenciacdo (KERN et al., 2006; JIN et al., 2009; JIANG et al., 2010). E,
além de estar relacionado a caracteriza¢do das células como CTM, Pham et al. (2019)
observaram que CTM do corddo umbilical negativas para CD105 liberam altas
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concentraces de TGF-B no sobrenadante, sugerindo ser uma fonte adequada para o
tratamento de doencas inflamatorias por sua capacidade imunomoduladora.

Os resultados de citometria mostraram que as CTM nao expressaram CD34,
uma glicofosfoproteina de superficie expressa no inicio do desenvolvimento de células
células-tronco hematopoiéticas que poderiam estar presentes apdés 0 processo de
isolamento. O resultado demonstrou que o0 processo de isolamento das células do
corddo foi eficaz, ndo havendo co-purificacdo de células-tronco hematopoiéticas
(KRAUSE et al., 1996; RATAJCZAK, 2008; WEISSMAN; SHIZURU, 2008).

Além do CD34, as CTM nao foram, significativamente, marcadas pelo
anticorpo que reconhece o antigeno CD31, também conhecido como PECAM-1. Essa
glicoproteina transmembrana possui 130 kDa, é expressa em células endoteliais e
leucécitos e esté relacionada a adeséo, migracao e juncao intercelular (MULLER et al.,
1993; MULLER et al., 2002). Os dados obtidos confirmam o fato das células isoladas
nao serem endoteliais do vaso sanguineo do corddo, evidenciando a eficiéncia no
isolamento, e ratificando sua caracterizagdo como CTM.

Diversos estudos tém caracterizado as CTM a partir da expressdo de um
conjunto menor de antigenos de superficie do que os utilizados nesse trabalho
(SASAKI et al., 2008; JADALANNAGARI et al., 2016). Outros estudos sugerem a
utilizacdo de marcadores complementares para caracterizacao de CTM, como Stro-1,
CD271, antigeno estagio-especifico embrionério 4 (SSEA-4) e CD146 (SARUGASER
et al., 2005, MARTIN-RENDON et al., 2008; LV et al., 2014).

Contudo, ha quem considere que os marcadores positivos para CTM néo sao
exclusivos dessas células. Wetzig et al. (2013), por exemplo, observaram que células
do tecido olfatério, ndo consideradas CTM, expressam os marcadores CD13, CD29,
CD44, CD73, CD90 e CD105. Além disso, 0 mesmo propde o uso de CD24, CD108 e
CD40 como marcadores especificos de CTM.

Essas observagcbes sugerem que somente a imunofenotipagem com o0s
marcadores propostos pela SITC (DOMINICI et al., 2006) ndo deve ser considerada
suficiente para caracterizar CTM. No entanto, aliando-se o0s resultados de
imunofenotipagem a capacidade de diferenciagdo dessas células em distintos tipos
celulares da linhagem mesenquimal (ostedcitos, adipécitos e condrdcitos) in vitro,
reinem-se elementos mais conclusivos na caracterizacdo das CTM (DOMINICI et al.,
2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shizuru%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18948588
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Para inducédo da diferenciacdo adipogénica, as células foram cultivadas na
presenca de IBMX - um inibidor da fosfodiesterase, indometacina e insulina, conforme
Santos et al. (2019), Secco et al. (2007), Karahuseyinoglu et al. (2008) e Wang et al.
(2012), sendo a diferenciacao verificada por meio de acumulo de lipidios no interior de
vacuolos citoplasmaticos.

Os resultados mostraram que as CTM induzidas a diferenciacdo adipogénica
apresentaram vacuolos lipidicos citoplasmaticos, o que evidencia o processo de
diferenciagao adipogénica tardia nas mesmas (SCHILLING et al., 2007). Em um estudo
realizado por Sibov et al. (2012), a diferenciacdo adipogénica das CTM esta
relacionada a regulacdo de genes da via de sinalizacdo do TGF-3, que € capaz de
inibir a adipogénese por meio da sinalizagdo de Smad3. Quando ha o bloqueio dessa
via ha um aumento da quantidade de células progenitoras da adipogénese (NG et al.,
2008).

J& o cultivo das células na presenca de dexametasona e acido ascorbico, que
aumentam a mineralizacdo de osteoblastos e inibem a apoptose, e B-glicerofosfato,
que acelera a calcificacdo, além de ser um inibidor da fosfatase, promoveu a
diferenciacdo das CTM em osteoblastos, que foi avaliada pela presenca de cristais de
fosfato de célcio na matriz extracelular (HATTORI et al., 2006; SECCO et al., 2007,
SANTOS et al., 2019).

A diferenciacdo condrogénica ocorreu quando as células foram cultivadas na
presenca de dexametasona, acido ascorbico e de um suplemento contendo insulina,
transferrina e &cido selénico, capazes de estimular tanto a proliferacdo quanto a
diferenciacéo, verificada por meio da presenca de glicosaminoglicanos na matriz
extracelular, conforme ja reportado por Secco et al. (2007).

Esses resultados, em conjunto, indicam que as células isoladas do cordéo
apresentam potencial de diferenciacdo em, pelo menos, trés tipos celulares distintos,
0 gque sugere que as mesmas sejam CTM, segundo os critérios da SITC.

Apesar disso, mesmo seguindo-se as normas da SICT, sabe-se que essas
caracteristicas sdo também identificadas em fibroblastos. Soundararajan e Kannan
(2018) consideram que a capacidade proliferativa encontrada em CTM, na verdade,
corresponde a fibroblastos imaturos, concluindo que as CTM nao existem e que, na
verdade, sdo células progenitoras encontradas em todo o organismo. Schellenberg et
el. (2014), por sua vez, observaram que ha diferencas epigenéticas no envelhecimento

desses dois tipos celulares, indicando que o padrdo de metilacdo pode ser a chave
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para identificar as diferencas entre eles, fato também analisado por Almeida et al.
(2016), que identificaram quatro ilhas CpG diferentes entre CTM e fibroblastos.

ApGOs a caracterizacdo das CTM, foram iniciados os experimentos para avaliar
0 seu potencial de transdiferenciacdo epidérmica em modelo de pele 3D, utilizando
distintos equivalentes dérmicos. As caracteristicas estruturais e quimicas desses
equivalentes sdo fundamentais para que a epiderme estratifique e diferencie
completamente. Na pele humana, por exemplo, as fibras colagenas presentes na
derme sdo importantes para manter as propriedades biomecanicas do tecido e os
fatores de crescimento liberados pelos fibroblastos dérmicos podem induzir a
estratificacdo fisioloégica dos queratindcitos na epiderme (MARTIN PIEDRA et al.,
2019).

O primeiro equivalente dérmico utilizado tratou-se de um plug de coldgeno do
tipo | associado a fibroblastos dérmicos humanos. Modelos de pele organotipicas in
vitro utilizam essa estrutura dérmica, juntamente com queratinécitos basais induzidos
a diferenciacdo epidermal, para a producdo da chamada pele reconstruida 3D,
utilizada em diferentes aplica¢des, incluindo a substituicdo a experimentacédo animal
para testes toxicoldgicos (BROHEM et al., 2011; BELLAS et al., 2012; RANDALL et
al., 2018, CATARINO et al., 2018).

Esse experimento € considerado a prova de conceito para o processo de
diferenciacdo epidérmica das CTM, uma vez que ja esta bem estabelecido na
pesquisa como modelo de pele 3D in vitro (ROGER et al., 2019). No entanto, cabe
ressaltar que nem todos 0s queratindcitos primarios sdo capazes de se diferenciar e
estratificar in vitro, podendo resultar em imprevisibilidade dos resultados (EVES et al.,
2000; ROGER et al., 2019). Além disso, esse modelo ndo é aplicavel na clinica, por
utilizar células somaticas que podem causar rejeicdo imunologica ao paciente.
Também, o uso de linhagens celulares epidérmicas, como as HaCaT, ndo tem se
mostrado viavel para o desenvolvimento de um modelo de epiderme com morfologia
organizada, além de ter uma capacidade limitada para sintetizar lipidios necessarios
para a formacao de barreira (SCHOOP; MIRANCEA; FUSENIG, 1999; BOELSMA,
VERHOEVEN; PONEC, 1999). Sendo assim, aliando as potencialidades da CTM em
se transdiferenciar em queratinécitos (SANTOS et al., 2019) e sua aplicabilidade na
medicina regenerativa, considera-se que um modelo de epiderme a partir de CTM

poderia ser interessante e viavel para utilizacao clinica.
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A epiderme reconstruida a partir de queratinécitos basais sobre o plug de
colageno com fibroblastos apresentou organizacdo estrutural tipica, sendo possivel
observar a presenca de todas as camadas da epiderme. Ja a potencial epiderme
formada a partir de CTM apresentou, de maneira geral, caracteristicas de tecido
conjuntivo frouxo. Apesar desse resultado indicar a formacdo de uma estrutura
tridimensional epidérmica tipica, ficou evidente a possibilidade da formacdo de um
tecido conjuntivo pelas CTM, o que é reforcado pelo fato de que os fibroblastos,
principais células desse tecido, também sédo de origem mesenquimal (CHANG; LI;
GUO, 2014).

Tais caracteristicas foram também observadas quando as CTM foram
cultivadas sobre a matriz descelularizada porcina MatriXpec™. As matrizes
descelularizadas sé&o importantes candidatas a engenharia tecidual por preservarem
a arquitetura e estrutura 3D da MEC (KUMAR et al., 2020). No entanto, seu processo
de extracdo pode envolver métodos quimicos, enzimaticos, fisicos e/ou mecanicos
que podem desestruturar proteinas chaves da MEC, como o coldgeno, ou até mesmo
a tornar citotéxica. Quando extraida de fonte de mamiferos, essas matrizes podem
estar contaminadas com microorganismos que desencadeiam doencas zoondéticas
(KAMALVAND et al., 2021), sendo esse um dos gargalos para seu uso ha medicina
regenerativa.

Outros estudos envolvendo CTM, inclusive as do corddo umbilical
(SCHNEIDER et al.,, 2010), quando induzidas a diferenciacdo epidermal sobre
matrizes dérmicas descelularizadas, apresentaram perfil migratério vertical quando
expostas a IAL, e horizontal quando imersas completamente (SCHNEIDER et al.,
2008; SCHENEIDER et al., 2010). Os autores sugerem que a expressao de vimentina
nas CTM do corddo umbilical possa contribuir para a organizagéo dos tecidos e no
processo de cicatrizacdo, por remodelacdo da MEC, mas nado, exatamente, por
diferenciacdo em queratindcitos (SCHNEIDER et al., 2008; SCHENEIDER et al., 2010,
MARTIN-PIEDRA et al., 2019).

Além do aspecto de tecido conjuntivo frouxo da potencial epiderme formada a
partir de CTM, foram encontrados vacuolos, possivelmente lipidicos, que sugerem a
presenca de adipdcitos no local. Sabe-se que, tanto as CTM quanto os fibroblastos da
tela subcutéanea, possuem a capacidade de se diferenciar em adipdcitos na pele
(DRISKELL et al., 2013), o que explicaria a presenca desses vacuolos. Os adipécitos,

além de estarem relacionados a fonte e armazenamento de energia, também
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funcionam como células enddcrinas que secretam fatores de crescimento e citocinas
na pele, estando associados a varios processos fisioldégicos, como a cicatrizacéo e
estratificacdo da epiderme (SCHMIDT; HORSLEY, 2013).

Ainda, foi possivel observar diferenca no comportamento migratério das CTM
de acordo com o meio de diferenciacdo utilizado. O principal componente, cujas
concentracfes variou, significativamente, nos meios foi o EGF (0,13 a 7,5 ng/ml).
Sabe-se que esse fator exerce suas fungdes ao ligar-se no receptor do fator de
crescimento epidérmico (REGF) e sua a¢cdo promove a diferenciacdo e migracao dos
gueratindcitos por proliferacdo, além da formacao de tecido de granulacado, eventos
importantes para a cicatrizacao de feridas (ODA et al., 2005; LI et al., 2021).

Nesse trabalho, foi observado que, quando utilizado equivalente dérmico de
coldgeno e fibroblastos, quanto maior a concentragdo de EGF no meio, maior o
comportamento proliferativo/migratorio das células em direcdo ao equivalente
dérmico, o que corrobora os resultados de Schneider et al. (2010). Tais autores, ao
usarem EGF 20 ng/ml por 21 dias para induzir a diferenciagcéo epidermal, verificaram
contragcdo progressiva do colageno e formacédo de um aglomerado de CTM em seu
interior.

Contudo, ndo podemos afirmar se esse efeito foi causado somente pelo EGF
nas concentracoes empregadas, uma vez que as CTM cultivadas sobre matriz
descelularizada em DL10, também apresentaram exacerbada proliferacdo em direcao
a esse equivalente dérmico. Resultados semelhantes foram encontrados por Kao
(2021), ao cultivar CTM do corddo umbilical humano sobre um bioscaffold composto
por gel de plasma rico em plaquetas, em DL10 e exposicao a IAL. Nesse estudo, além
das células proliferarem e migrarem em dire¢cédo ao bioscaffold, as CTM passaram a
expressar pan-citoqueratina e o marcador nuclear p63, evidenciando que a
composicdo do suporte no qual as CTM estéo aderidas pode ser decisivo no fenétipo
gue essas células irdo adquirir ao longo do cultivo.

Outro parametro avaliado na transdiferenciacéo 3D, foi o tempo de exposi¢cao
das CTM aos fatores quimicos presentes nos meios. Ao serem cultivadas por 1 dia
em meio de diferenciacdo, antes de serem expostas a IAL, as analises histolégicas
evidenciaram a formacdo de um tecido conjuntivo frouxo por essas ceélulas. No
entanto, Chavez-Munoz et al. (2013) mostraram a expressdo de marcadores
especificos da diferenciacdo epidermal (como CQ5, CQ10 e involucrina) apos a

transdiferenciacdo de CTM de tecido adiposo em epiderme 3D, cultivando-as durante
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10 dias em meio de queratinécitos e depois induzindo a estratificacdo epidérmica por
10 dias em IAL.

Apesar do aumento do periodo de cultivo em imersdo das CTM, de 1 para 10
dias, e posterior exposicdo a IAL, as caracteristicas morfolégicas teciduais também
apontaram a formacao de tecido conjuntivo frouxo. Portanto, o periodo de imerséo
nao foi decisivo para induzir fendtipo epitelial nas CTM. Contudo, foi observada
discreta expresséo de CQ10 por imunofluorescéncia.

Com 1 dia de imersdo em meio de diferenciacdo, proteinas presentes nos
diferentes estratos epidérmicos, como CQ14, CQ10, involucrina e filagrina, tiveram
sua expressdo aumentada, quando analisadas por PCR em tempo real.
Especificamente, esse aumento foi significativo no 7° dia de cultura em IAL para as 3
primeiras proteinas analisadas, e no 10° dia para filagrina em relacéo a pele com CTM
em DL10 no 4° dia. Nosso grupo ja demonstrou aumento da expressao desses
marcadores quando essas células sdo cultivadas bidimensionalmente, sendo o 7° dia
decisivo para a expressao de marcadores epidermais como CQ10 e involucrina
(SANTOS et al., 2019).

Corroborando esses resultados, Martin-Piedra et al. (2019) analisaram a
expressdo de diferentes marcadores epidermais quando CTM derivadas de tecido
adiposo, polpa dentaria, corddo umbilical e medula 6ssea, foram diferenciadas em
queratinécitos em culturas organotipicas in vitro e in vivo, em 21 dias de IAL. O cultivo
das CTM do corddo e da medula 6ssea resultou em mais camadas epidérmicas
comparadas as outras fontes celulares, além de discreta expressao de CQ10 e
filagrina in vitro, evidenciando que o protocolo de transdiferenciacéo epidermal 3D das
CTM, apesar de nao induzir a mudanga do fendtipo mesenquimal para epitelial, foi
capaz de induzir, parcialmente, a diferenciacdo epidérmica in vitro, a qual se
concretizou apoés transplante in vivo. Quanto maior foi o tempo de exposicdo em IAL,
maior foi a expressao dessas proteinas. Nossos dados foram obtidos com 10 dias de
IAL, e evidenciaram aumento da expressao das proteinas epidermais nas peles com
CTM induzidas a diferenciagéo, apesar de néo ser obtida estratificacao tipica, sendo
que, o aumento do tempo de exposicao a IAL é algo a se considerar nos estudos de
diferenciacdo de CTM em epiderme.

Uma importante constatacao do trabalho de Martin-Piedra et al. (2019), foi que
as CTM do corddo umbilical ndo expressaram o antigeno leucocitario humano (HLA)

classe 1 e 2 em cultura tanto in vitro quanto in vivo, diferentemente das CTM de
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medula 6ssea. Em casos de polimorfismos nos genes do complexo HLA pode haver
rejeicdo de células ou enxertos de tecidos em receptores alogénicos, o que afeta a
seguranca e eficiéncia das terapias celulares (KULUS, et al., 2021). Em se tratando
de perspectivas de uso clinico dessas células, as CTM do corddo umbilical tornam-se
preferenciais, uma vez que sao pouco imunogénicas apos inducao epidermal.

Além de equivalentes dérmicos cultivados juntamente com fibroblastos, foram
utilizados outros equivalentes como o scaffold CellFate® e a matriz Integra®, que nao
foram cultivados com essas células, sendo adicionados fatores quimicos para
mimetizar a acdo dos fibroblastos nesses modelos. As vantagens de se utilizar tais
equivalentes dérmicos comparando-os a utilizacdo de colageno ou matriz
descelularizada, € que esses produtos sao reprodutiveis lote-a-lote, 0 que minimiza
possiveis interferéncias biologicas (BIOCELLTIS).

As CTM, quando cultivadas sobre o CellFate® em meio de proliferacéo,
apresentaram caracteristicas de tecido conjuntivo e foram capazes de contrair esse
biomaterial em sua regido periférica, 0 que abre perspectivas para sua utilizacdo em
abordagens que envolvam o processo cicatricial, principalmente em sua fase de
remodelamento tecidual. Quando diferenciadas, a arquitetura tecidual encontrada
remete a um padrao de diferenciacdo predominante em alguns tipos de tumor, como
sarcoma de tecidos moles, no qual as células formam feixes multidirecionados,
compactos ou frouxos, h& substéncia intersticial abundante entre as células
fusiformes, bem como areas com predominio de células com nucleo hipercromético
(VAN VLIET et al., 2009), o que vale a investigacao de qual possivel fator quimico, ou
a combinacdo deles, que leva a essa resposta das CTM, ou ainda, se ha algum
marcador tumoral que possa ser usado para identificar essa células antes de seu
possivel uso na clinica.

Apesar desse resultado ndo permitir avaliar, ainda, se a fungéo de barreira da
pele poderia ser atingida com o uso de CTM para formagdo de uma estrutura
tridimensional epidérmica, ficou evidente a possibilidade dessas células formarem um
tecido conjuntivo (SCHNEIDER et al., 2010; CHANG,; LI; GUO, 2014).

Na analise por imunofluorescéncia, foi verificado que as CTM cultivadas sobre
0 CellFate® ndo expressaram CQ10, mesmo quando induzidas a diferenciacao.
Contudo, a expressao de CQ10 por queratinécitos, quando cultivados e diferenciados

sobre o CellFate® ou o controle transwell®, foi detectavel, evidenciando que o suporte
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e 0 meio utilizados séo suficientes para a estratificacdo epidérmica quando as células
ja estdo comprometidas com essa diferenciacao.

Em relacdo a matriz Integra®, sabe-se que possui poros que variam de 70 a
200 um, o que atorna viavel para fornecer uma arquitetura adequada para a neoderme
(YANNAS; BURKE, 1980). Os resultados mostraram que as CTM foram capazes de
aderir e proliferar sobre e para o interior dessa matriz. Esses dados corroboram
estudos que mostraram aumento da proliferacdo celular com o uso desse tipo de
matriz, tanto in vitro como in vivo (OJEH; FRAME; NAVSARIA, 2001; HODGKINSON,;
BAYAT, 2016). Hodgkinson e Bayat (2016), por exemplo, observaram que a
funcionalizacdo dessa matriz com acido hialurénico aumentou, ainda mais, a
proliferacdo, viabilidade e migracdo de fibroblastos e queratindcitos in vitro, uma
alternativa para acelerar o processo de fechamento de feridas da pele.

Também durante o doutorado, foi produzido um scaffold, passivel de uso na
engenharia tecidual, pelo processo de eletrofiacdo composto por PCL e gelatina de
peixe de agua fria, conforme Pires et al. (2019). Em comparacdo a outras técnicas,
como nanolitografia, e automontagem, a eletrofiagdo tem a vantagem de possuir um
custo relativamente baixo e rentavel. As caracteristicas das fibras depositadas no
processo de eletrofiacdo podem ser controladas pela manipulagdo da composicédo da
solucéo e dos parametros do processamento (LAW et al., 2017). As nanofibras obtidas
nos scaffolds foram compativeis as fibras de coladgeno dérmicas, corroborando
resultados de outros autores que investigaram sua potencial utilizacao na regeneracao
de feridas na pele (GAUTAM et al., 2014; POWELL; SUPP; BOYCE, 2008; LAW et al.,
2017; PIRES et al., 2019; ADELI-SARDOU et al., 2019).

Para producao dos scaffolds foram utilizados dois polimeros, PCL e gelatina,
sendo um sintético e o outro natural, respectivamente. O PCL é aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration) para uso em dispositivos médicos e sistema de
transporte de farmacos (GOMES et al.,, 2013). No entanto, seu processo de
bioabsor¢cdo é muito demorado, de modo que sua utilizacdo clinica deve levar em
conta o tamanho e estado em que se encontra a ferida (WOODRUFF; HUTMACHER,
2009; CUNHA, 2012). A gelatina de peixe possui os dominios RGD que sao
reconhecidos por favorecerem a adeséao e proliferacdo celular, no entanto, sua taxa
de degradabilidade é alta (CHIOU et al.,, 2008). O uso combinado desses dois

polimeros é interessante para 0 uso na engenharia tecidual, uma vez que eles
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permitiram a adeséao e proliferacdo dos fibroblastos (DUAN e al., 2013; GOMES et al.,
2017; RAMALINGAM et al., 2019; SANTOS et al., 2019; YAZDANPANAH et al., 2022).

Além das analises histolégicas, uma importante avaliacdo bioquimica realizada
nesse trabalho foi a quantificacédo da atividade de enzimas envolvidas com o processo
de descamacao fisioldgico da epiderme, e relacionadas ao processo de diferenciacéao
terminal dos queratindcitos, as chamadas KLK.

Neste trabalho, a atividade dessas enzimas foi avaliada na hidrolise de
substratos FRET especificos. Esses substratos sao ferramentas Uteis para o estudo
de peptidases especificas, uma vez que permitem detectar quantidades de enzimas
na ordem de nanomolar, além do monitoramento da reacdo de forma continua,
proporcionando um método rdpido para a determinacdo da atividade enzimatica
(CARMONA,; JULIANO; JULIANO, 2009; SANTOS et al., 2019).

Segundo Teixeira et al. (2011), os substratos FRET Abz-KLRSSKQ-EDDnp e
Abz-KLYSSKQ-EDDnp tém sido descritos como substratos para KLK5 e KLK7, que
sdo calicreinas com especificidade do tipo da tripsina e quimotripsina,
respectivamente. Oliveira et al. (2013) também tém usado esse substrato para avaliar
a atividade enziméatica de KLK7. Ja o Abz-AFRFSQ-EDDnp tem sido considerado um
substrato adequado para se avaliar a atividade da KLK6, uma calicreina do tipo
tripsina (JIANG et al., 2011). Nosso grupo ja demonstrou a atividade dessas enzimas
no processo de transdiferenciacdo de CTM em queratinécitos no modelo
bidimensional, de modo que podem ser utilizadas no acompanhamento do processo
temporal de diferenciacéo epidérmica (SANTOS et al., 2019).

Com relacdo ao modelo 3D, foram observadas diferencas significativas da
atividade de KLK entre a epiderme controle e a derme, nos diversos tipos de
equivalentes dérmicos utilizados, embora os valores ndo tenham variado,
significativamente, com o tempo de exposicdo a IAL. Isso demonstra a seletividade
dessa atividade em relacdo aos queratindcitos, ndo sendo, significativamente,
detectadas nos fibroblastos presentes no equivalente dérmico.

Ao se avaliar a atividade das KLK na potencial epiderme formada a partir das
CTM cultivadas em diferentes meios de diferenciacdo sobre os equivalentes dérmicos,
observou-se que sua atividade foi similar a atividade da epiderme controle e, de modo
geral, ndo houve diferenca entre os meios de diferenciacdo utilizados. Além disso, a
atividade das KLK foi cerca de 2 a 3 vezes maior quando as CTM sé&o induzidas a

diferenciagao epidermal, comparando com as CTM cultivadas em DL10, em todos 0s
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equivalentes dérmicos utilizados, o que corrobora os dados obtidos durante a
diferenciacéo bidimensional dessas células (SANTOS et al., 2019).

Assim, embora ndo sejam observadas caracteristicas morfolégicas de um
tecido epidérmico, os dados de expressao proteica aliados ao aumento da atividade
de KLK, indicam comprometimento das CTM com o processo de diferenciacéo
epidérmica, e sugere que essas celulas possuem a maquinaria enzimatica necessaria
para essa diferenciacdo, e que também ratifica essas células apresentarem
quantidades de KLK similares a epiderme humana in vitro. Esse fato deve ser
considerado pois, em caso de patologias, como psoriase (KOMATSU et al., 2005),
dermatite atopica (GUO et al., 2020) e sindrome de Netherton (NAURQOY; NYSTROM,
2019), essa atividade é maior em relacdo a epiderme saudavel.

Além da analise da adesao e, indiretamente, da proliferacdo celular sobre a
matriz Integra®, foi avaliada a atividade enzimatica de KLK nas células induzidas a
diferenciacdo sobre esse suporte dérmico. Foi verificado que as CTM induzidas a
diferenciacdo epidérmica apresentaram atividade superior aquelas cultivadas em
meio de proliferacdo (DL10). Esse resultado foi similar a atividade da epiderme
controle, ja descrita anteriormente, o que abre perspectivas para o uso do Integra®
como suporte para a inducdo da estratificacéo epidérmica.

Em geral, apesar dos resultados ndo indicarem a formacédo de uma epiderme
tipicamente estratificada a partir de CTM, foi verificada a expressdo de varias
proteinas marcadoras da diferenciacdo epidérmica, com expressdo de marcadores
suprabasais, como CQ10 e involucrina, no periodo intermediario de IAL, e marcador
de diferenciacao terminal, como filagrina, no final do periodo de exposicdo, conforme
Santos et al. (2019).

Adicionalmente, sabe-se que os efeitos paracrinos dessas células tém sido
associados a melhora na migracdo e proliferacdo de células da pele, além de
promover a angiogénese em feridas (RUSTAD et. al, 2012). Segundo Balbino et al.
(2005), danos teciduais, seja de natureza fisica, quimica ou biolégica, desencadeiam
imediatamente uma série de eventos e sinais que levam a ativacdo de células
nervosas, estromais, vasculares, e circulatérias, que induzem a migragédo de células
das areas adjacentes para que ocorra a fibroplasia (producdo de colageno por
fibroblastos), deposicdo de proteinas da MEC, angiogénese, cicatrizacdo e

reepitelizacdo da regiéo.
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Os resultados do PCR Array revelaram que as CTM expressam mais a-actina
do que os gueratindcitos, o que € intensificado quando essas células séo induzidas a
diferenciacdo epidermal. Tal proteina €& capaz de modular a motilidade dos
queratinécitos, fazendo com que haja migracdo direcionada para o local da lesédo
(RODRIGUES et al., 2019). Além disso, as CTM expressam colageno tipo I, Il e X1V,
moléculas envolvidas no remodelamento tecidual e manutencdo mecanica do tecido
(BALBINO et al., 2005; HARSHA; BRUNDHA, 2017). Esses dados sugerem que as
CTM estariam envolvidas na fase de remodelamento tecidual, quando inseridas no
microambiente da pele.

Outra importante molécula que deve ser investigada durante a cicatrizacdo na
presenca de CTM é o IGF-1. Esse potente estimulante mitogénico € responsavel por
aumentar a expressdo de cadeias pro-alfa (I e Ill) do procolageno em cultura de
fibroblastos in vitro (BALBINO et al., 2005; YOUSSEF; ABOALOLA; HAN, 2017).
Nesse sentido, CTM de medula éssea foram usadas em modelo de pé diabético em
roedores e melhoraram a cicatrizacao das feridas, concomitantemente, ao aumento
de fatores de crescimento locais, como IGF-1, MMP-2 e EGF (de MAYO et al., 2017)

Os dados mostraram que nas CTM, principalmente quando induzidas a
diferenciacéo, o gene que codifica para IGF-1 foi mais expresso quando comparado
aos queratindcitos em modelo de pele 3D, o que sugere que essas células possam
participar de forma paracrina no processo cicatricial pelo aumento da producéo de
colageno pelos fibroblastos.

A formacéo da ferida no modelo de pele com CTM fez com que houvesse alta
expressado de caderina do tipo 1, em comparacao ao experimento sem a ferida. Essa
€ uma das principais moléculas de adesédo, e medeia a adesdo célula-célula
dependente de calcio, levando a reorganizacéo do citoesqueleto de actina (GOMES,
2013; KUWAHARA et al., 2001). O aumento da expresséo de actina poderia estar,
intimamente, relacionado ao aumento de caderina do tipo 1, de modo que mais
estudos devem ser realizados para investigar a relacdo dessas duas proteinas no
processo cicatricial.

Em geral, o modelo de ferida estabelecido com CTM nesse trabalho permitiu
investigar proteinas de sinalizacdo moduladas durante o processo de cicatrizagcdo. As
amostras foram avaliadas somente em um periodo (6 dias ap0s realizacéo da ferida),
mas genes envolvidos na fase inflamatéria, como a cadeia alfa do fibrinogénio, na fase

de proliferacdo, como o fator de crescimento de fibroblastos-10, e na fase de
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remodelamento, como colageno | e fator de crescimento tumoral-B3, da cicatrizagao
tiveram sua expressao alterada, o que mostra sobreposicao das fases. Ainda, como
0s genes mais modulados entre as peles feridas e néo feridas, como colageno | e lll,
estdo envolvidos com a fase de remodelamento tecidual (BALBINO et al., 2005),
sugere-se que o periodo analisado remete a essa fase da cicatrizacdo. No entanto,
mais experimentos em diferentes tempos devem ser realizados a fim de se
estabelecer uma relacdo temporal do processo cicatricial. Além disso, esse modelo
possui a limitacdo da auséncia de vascularizacéo, etapa importante e inicial para a
cascata da cicatrizacao.

Por fim, conclui-se que a associa¢éo dos substitutos dérmicos com CTM podera
promover regeneracdo dérmica mais eficiente, pelo fato das CTM expressarem
marcadores que as compromete com a diferenciagdo epidermal, bem como a
atividade de KLK fundamentais para garantir uma diferenciacdo homeostatica na pele
(FISCHER; MEYER-HOFFERT; 2013; SANTOS et al., 2019), o que abre perspectivas
de uso desse modelo para substituicdo da enxertia e/ou aceleracdo do processo
cicatricial.

A partir desses resultados, entendemos que os protocolos de diferenciacéo
epidérmica 3D ainda precisam ser melhor otimizados e outros ensaios devem ser
realizados a fim de entender e comprovar o potencial de transdiferenciacdo 3D das
CTM em uma epiderme morfolégica e funcionalmente similar a epiderme humana. No
entanto, dados prévios relacionados a cicatrizacdo de feridas com essas células
aponta sua utilizacdo na medicina regenerativa como importante modulador paracrino

e de remodelamento tecidual.
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6. CONCLUSAO

As células usadas nesse projeto foram caracterizadas como CTM por meio da
aderéncia ao plastico, imunofenotipagem e diferenciacdo em tipos celulares da
linhagem mesenquimal.

O uso do suporte confeccionado com colageno tipo | e fibroblastos dérmicos foi
utilizado como prova de conceito do processo de transdiferenciacdo. Tanto o cultivo
por 1 ou 10 dias em meio de diferenciacdo, e posterior exposi¢ao a IAL, resultou em
uma distribuicdo celular similar a um tecido conjuntivo frouxo. Contudo, foi detectada
a expressao de CQ10 por imunofluorescéncia e, das proteinas CQ14, involucrina e
filagrina por PCR em tempo real, sugerindo comprometimento com a difrenciacéo
epidérmica.

Quando as CTM foram induzidas a diferenciagdo sobre a matriz
descelularizada, também se verificou aumento da expressdo das proteinas CQ5,
CQ10 e involucrina no final do periodo de exposicéo a IAL, além de atividade de KLK.

O cultivo das CTM sobre o scaffold CellFate® né&o resultou na expressao de
CQ10, embora tenha sido identificado aumento da atividade das KLK.

A tela absorvivel Integra® permitiu a adesao celular e a diferenciacédo das CTM
cultivadas sobre esse suporte também resultou em alta atividade de KLK.

Tais resultados indicam comprometimento das CTM com o processo de
diferenciacéo epidérmica.

O scaffold produzido a partir da eletrofiagdo dos polimeros PCL e gelatina de
peixe foi biocompativel, permitiu a proliferacéo de fibroblastos, sendo um candidato a
engenharia tecidual para cicatrizacéo de feridas.

A andlise dos genes expressos por CTM e queratinocitos em modelo de
cicatrizacdo de pele 3D, estabelecido nesse projeto, aponta a utilizagcdo das CTM na
medicina regenerativa, além de indicar proteinas interessantes para serem estudadas
no processo cicatricial com as CTM. O perfil de expresséao sugere que as CTM estejam

relacionadas a fase de remodelamento tecidual do processo cicatricial.
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Mesenchymal stem cells differentiate into keratinocytes
and express epidermal kallikreins: Towards an in vitro
model of human epidermis
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maorphological and biochemical changes in approsimately 15 to 30 days. Abnormal
keratinocyte differentiation is involved in the pathophysiology of several skin
diseases. In this scenario, mesenchymal stem cells (MSCs) emerge as a promising
approach fo study skin biology in both normal and pathological conditions.
Herein, we have studied the differentiation of M3C from wmbilical cord into
keratinocytes. MSC were cultured in Dulbecco’s modified Eagle's medium
(DMEM) (proliferation medium} and, after characterization, differentiation was
induced by culturing cells in a defined keratinocyte serum-free medium (KSFM)
supplemented with epidermal growth factor (EGF) and caleium chloride ions.
Cells cultivated in DMEM were used as control, Cultures were evaluated from day
1 to 23, based on the cell morphology, the expression of pel, imvolucrin and
cytokeratins (KRTs} KRTS, KRT10 and KRT14, by quantitative polymerase chain
reaction, Western blot analysis or immunofluorescence, and by the detection of
epidermal kallikreins activity. In cells grown in keratinocyte serum-free medium
with EGF and 1.8 mM calcium, KRTS and KET14 expression was shown at the
first day, followed by the expression of pi3 at the seventh day. KRT10 expression
was detected from day seventh while involucrin was ohserved after this period.
Data showed higher kallikrein (KLK) activity in KSFM-cultured cells from day
11th in comparison to control. These data indicate that MSC differentiated into
keratinocytes similarly to that occurs in the human epidermis. ELE activity
detection appears o be a good methodobogy for the monitering the differentistion
of MSC into the keratinocyte lineage, providing useful tools for the better
understanding of the skin biology.

EEYWORDS
differentiation, epidermal markers, keratinocyies, mesenchymal stem cells, tissue kallikreins

T Cell Blocher 200512001 2141-13055,

wiikzyonlinelibrary com/poarnal! b £ 2019 Wiley Peridicals. Inc. LETET

L ] s i i i e o - SOy Cal s | - T



107

APENDICE B - Artigo publicado pela aluna que contempla os resultados obtidos

durante doutorado sanduiche (primeira autoria compartilhada)

EZIAPPLIED

BI D M ATE R I ALS S oa Thia ACS Appd B Moew, 2019, 2 70— 3300

WA LA AT g

Polycaprolactone/Gelatin Nanofiber Membranes Containing EGCG-
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APENDICE C - Lista dos genes analisados pelo RT2 Profiler PCR Array — Wound

Healing

Genes de cicatrizagao:
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24.

25.
26.
27.
28.
29.

Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta

Actin, alpha, cardiac muscle 1

Angiopoietin 1

Chemokine (C-C motif) ligand 2

Chemokine (C-C motif) ligand 7

CD40 ligand

Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)
Collagen, type X1V, alpha 1

Collagen, type |, alpha 1

Collagen, type |, alpha 2

Collagen, type lll, alpha 1

Collagen, type IV, alpha 1

Collagen, type 1V, alpha 3 (Goodpasture antigen)
Collagen, type V, alpha 1

Collagen, type V, alpha 2

Collagen, type V, alpha 3

Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
Colony stimulating factor 3 (granulocyte)
Connective tissue growth fator

Catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa
Cathepsin G

Cathepsin K

Cathepsin L2

Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity,
alpha) Chemokine (C-X-C motif) ligand 11

Chemokine (C-X-C maotif) ligand 11
Chemokine (C-X-C moaotif) ligand 2
Chemokine (C-X-C maotif) ligand 5
Epidermal growth fator

Epidermal growth factor receptor



30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
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Coagulation factor XIlI, A1 polypeptide

Coagulation factor Il (thromboplastin, tissue factor)

Fibrinogen alpha chain

Fibroblast growth factor 10

Fibroblast growth factor 2 (basic)

Fibroblast growth factor 7

Heparin-binding EGF-like growth fator

Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor)

Interferon, gamma

Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)

Interleukin 10

Interleukin 1, beta

Interleukin 2

Interleukin 4

Interleukin 6 (interferon, beta 2)

Interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor)
Integrin, alpha 1

Integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor)
Integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor)
Integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA-4 receptor)
Integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide)

Integrin, alpha 6

Integrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha polypeptide, antigen CD51)
Integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29

includes MDF2, MSK12)

54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.

Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein llla, antigen CD61)

Integrin, beta 5

Integrin, beta 6

Mitogen-activated protein kinase 1

Mitogen-activated protein kinase 3

Macrophage migration inhibitory factor (glycosylation-inhibiting factor)
Matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase)

Matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type

IV collagenase)



110

62. Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine)

63. Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type
IV collagenase)

64. Platelet-derived growth factor alpha polypeptide

65. Plasminogen activator, tissue

66. Plasminogen activator, urokinase

67. Plasminogen activator, urokinase receptor

68. Plasminogen

69. Phosphatase and tensin homolog

70. Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase
and cyclooxygenase)

71. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small GTP
binding protein Racl)

72. Ras homolog gene family, member A

73.  Serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor
type 1), member 1

74.  Signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response
factor)

75. Transgelin

76.  Transforming growth factor, alpha

77. Transforming growth factor, beta 1

78.  Transforming growth factor, beta receptor

79. TIMP metallopeptidase inhibitor 1

80. Tumor necrosis factor

81. Vascular endothelial growth factor A

82.  Vitronectin

83. WNT1 inducible signaling pathway protein 1

84. Wingless-type MMTV integration site family, member 5A

Constitutivos
85. Actin, beta
86. Beta-2-microglobulin
87. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
88. Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
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89. Ribosomal protein, large, PO

Controles:
90. Human Genomic DNA Contamination
91. Reverse Transcription Control
92. Positive PCR Control
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APENDICE D - Producéo cientifica obtida durante o projeto de doutorado

e Artigos Publicados como primeira autora:

1. Santos, JF; Borcari, NR; Aradjo, MS; Nunes, VA. Mesenchymal stem cells from
umbilical cord differentiate into keratinocytes and express epidermal kallikreins:
towards an in vitro model of human epidermis. Journal of Cellular
Biochemistry. v.1, p.jcb.28589, 2019.

2. Pires, F*; Santos, JF*; Bitoque, D; Silva, GA; Marletta, A; Nunes, V; Ribeiro, PA;
Silva, JC; Raposo, M. Polycaprolactone/gelatin nanofiber membranes
containing EGCG loaded liposomes and their potential use for skin
regeneration. ACS Applied Bio Materials, v.2, p.4790 - 4800, 20109.

e Artigos publicados em co-autoria:

1. Borcari, NR; Santos, JF; Santos, SIF; Alcalde, FSC; Azevedo-Martins, AK;
Nunes, VA. Estrogens modulate progesterone receptor expression and may
contribute to progesterone-mediated apoptotic B-cell death. Endocrinology &
Metabolism International Journal. v6(2), p. 142 — 147, 2018.

2. Borcari, NR; Santos, JF; Reigado, GR; Freitas, BL; Araujo, MS; Nunes, VA.
Vitamins Modulate the Expression of Antioxidant Genes in Progesterone-
Treated Pancreatic [ Cells: Perspectives for Gestational Diabetes

Management. International Journal of Endocrinology 2020.

3. Reigado, G. R. ; Adriani, P. P. ; Santos, J. F. ; Freitas, B. L. ; Fernandes, M. T.
P.; Alcalde, F.S.C. ; Leo, P. ; Nunes, V. A. . Delivery of superoxide dismutase
by TAT and Abalone peptides for the protection of skin cells against oxidative

stress. Biotechnology and Applied Biochemistry, 2022.

e Artigos em processo de submissdo em co-autoria:
1. Myrian Fernandes; Jeniffer dos Santos; Bruna Freitas; Gustavo Reigado;
Fernanda Antunes; Nayara Tessarollo; Felipe Alcalde; Bryan Strauss; Viviane
Nunes. Reporter system controlled by the involucrin promoter as a tool to

follow the epidermal differentiation. Submetido a Revista Scientific Reports.

[pre print]
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e Capitulo de livro em co-autoria:
1. Freitas, Bruna Leticia; Santos, Jeniffer Farias Dos; Carvalho, Carla Roberta
De Oliveira ; Nunes, Viviane Abreu. Efeito do extrato de uncaria tomentosa e
palmitato sobre a morte celular de mioblastos C2C12. led.: atena editora,

2020, p. 173-183.

e Prémios:
1. Top downloaded paper 2018-2019. Journal of Cellular Biochemistry.
2. Projeto intitulado “Producédo de modelo de epitélio pulmonar 3D in vitro para
avaliacdo dos mecanismos moleculares envolvidos com a insuficiéncia
respiratoria aguda grave” escolhido para participar da Campanha “Unidos no

Combate a COVID-19, Biocelltis Biotecnologia.

e Financiamentos obtidos:

1. Bolsa de doutorado em Biotecnologia
Processo CNPq: N.41050/2019-5
Titulo do projeto: Estabelecimento de modelo tridimensional de epiderme in vitro a
partir de células-tronco mesenquimais do cordao umbilical: perspectivas para o uso
na engenharia tecidual
Coordenadora: Viviane Abreu Nunes
Vinculo: aluna de doutorado
Vigéncia: Setembro de 2017 até o momento.
Agéncia Financiadora: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico

2. Bolsa de doutorado sanduiche em Biofisica

Processo CAPES: N. 88887.152230/2017-00
Local: Universidade Nova de Lisboa, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (Portugal)
Titulo do projeto: Efeito antioxidante de biomateriais de eletrospinning
funcionalizados com lipossomas contendo epigalocatequina-3-galato: perspectivas
de uso na cicatrizacéo de feridas da pele

Coordenadora: Maria de Fatima Raposo
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Vinculo: aluna de doutorado sanduiche

Vigéncia: Dezembro de 2017 a Novembro de 2018

3. Bolsa de doutorado sanduiche empresarial
Processo CNPq: N.302030/2020-4
Local: Biocelltis Biotecnologia S/A, Florianopolis, SC, Brasil.
Titulo do projeto: Epiderme humana reconstruida in vitro a partir de células-tronco
mesenquimais cultivadas sobre CellFate®
Coordenador: Prof. Dr. Luismar Marques Porto
Vinculo: aluna de doutorado empresarial
Vigéncia: Janeiro de 2021 a Junho de 2021

e Colaboracdes em Projetos de Pesquisa:

1. Projeto FINEP
Financiador(es): Financiadora de Estudos e Projetos-FINEP
Titulo do projeto: Plataforma tridimensional para estudos in vitro do coronavirus no
epitélio pulmonar e desenvolvimento de alvos terapéuticos
Empresa: TissueLabs Pesquisa e Desenvolvimento Itda.
Coordenador: Gabriel Romero Liguori
Vinculo da pesquisadora: Especialista em biologia molecular
Vigéncia: Outubro 2020 a Outubro 2021
Integrantes: Jeniffer Farias dos Santos; Viviane Abreu Nunes; Gabriel Romero Liguori
(Responsével); Viktor Sinkunas; Emerson Galves Moretto; Bianca Carla Silva

Campitelli de Barros; Juliana Terzi Maricato

2. Projeto FAPESC — Demanda Emergencial COVID-19
Financiador(es): Fundagcdo de Amparo a Pesquisa e Inovagédo do Estado de Santa
Catarina-FAPESC
Titulo: Funcionalizacdo direcionada para a construcdo de modelo de epitélio
pulmonar in vitro para atendimento de demanda emergéncial da COVID-19
Vinculo da pesquisadora: Especialista em biologia molecular e cultura 3D
Coordenador: Janice Koepp

Vigéncia: Novembro 2020 a Novembro 2021
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Integrantes: Jeniffer Farias dos Santos; Viviane Abreu Nunes; Fernanda Vieira Berti;

Janice Koepp

e Participacdo em eventos

1. 48° Annual Meeting of the Brazilian Society for Biochemistry and Molecular
Biology. Antioxidant effect of EGCG-liposome functionalized electrospun

nanofibers: perspectives for wound healing. 2019. (Congresso).

2. 1° Workshop de Bioimpressao aplicado a saude: perspectivas e desafioos.
2019. (Outra).

3. | Congresso {Virtual} Brasileiro de Engenharia de Tecidos. 2020. (Congresso).

4. | Congresso Digital de Nanobiotecnologia e Bioengenharia (I CDNB). Minicurso:

Introducao a Bioengenharia. 2020. (Congresso).

5. 1 Congresso Digital de Nanobiotecnologia e Bioengenharia (I CDNB). Minicurso:
Portal Bonsai ? Sistema de Gerenciamento Laboratorial. 2020. (Congresso).

6. Il Forum Latino Americano de Engenharia Quimica com a tematica -

Engenharia Quimica: carreira e possibilidades. 2020. (Simpdsio).

7. XX Congress of the Brazilian Society for Cell Biology. Use of the CellFate iN®
for a three-dimensional in vitro model of human lung epithelium. 2021.

(Congresso).



