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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 expressdo 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 cicatrizagdo, 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.



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.



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.
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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 o 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
gue sdo 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 morfoldégicas 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 obrigatoria, 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 cérneo. 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
expressao das calicreinas KLK5, KLK6 e KLK7. O estrato cdrneo 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
diferenciacao terminal das células, pois esta diretamente envolvida na integridade
da barreira cutdnea. Mondémeros de filagrina participam na organizacéo das lamelas
gue formarédo a camada cérnea, de modo que fiqguem paralelamente compactadas e
auxiliem na manutencdo da homeostase da pele (CARDILI et al., 2013).

Além dessas proteinas, nas camadas mais superficiais da epiderme, hd 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 comp&em os corneodesmossomos (SIMON et al., 2001; CAUBET et
al., 2004; NAUROY; NYSTROM, 2019).

A expressado de KLK5 e KLK7 esté restrita & 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, € essencial que o processo de
proliferacdo dos queratindcitos esteja em equilibrio com a descamacédo 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, inflamatéria, 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 inflamatdria. Os neutrofilos, além
de outras células do sistema imune, migram para o local da lesédo, 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 coordenacéo 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 lesfes que causam danos
permanentes a pele. Enxertos da prépria vitima ou aloenxertos também séao
utilizados para acelerar o processo de cicatrizagcdo. No entanto, os mecanismos de
cicatrizacdo das feridas apdés o transplante do aloenxerto ndo estdo bem
caracterizados (BOYCE et al., 2002; CALOMENO et al., 2015), além de nédo 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 células-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 sdo 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 expressao

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, apds 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 diferenciacao, 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
sinalizacao de diferentes quimiocinas, auxiliando na reparacdo 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
gueratindécitos, 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
relacdo 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 Diério
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 fenétipo celular como um tecido (LAI, CHENG; KISAALITA, 2012).

O modelo 3D de pele mais antigo, e ainda utilizado, € 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 dé& o suporte a diferenciacdo dos queratinécitos
também vem sendo mimetizada por polimeros biodegradaveis chamados scaffolds.
Estudos demonstraram que scaffolds sdo 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 invasédo 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 dermatoldgicas (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 obtencdo quando comparadas as do cordao umbilical.

Apesar desses resultados promissores, os 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 producao de matrizes 3D para cultura de

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


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

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 didmetro, biocompativeis, estéreis, prontas para uso, ideais para cultivar
células humanas e animais em laboratoério (BIOCELLTIS).

Outra empresa especializada na producdo de insumos para cultura 3D € a
TissuelLabs. Ela desenvolve e comercializa insumos, equipamentos e servicos na
area de fabricacdo de 6rgdos e tecidos em laboratorio. 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 bioldgicos, 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 ha 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, proliferagéo e migracéo celular,
composi¢ao 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;
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 séo, geralmente, rejeitadas, ndo sendo utilizadas em casos de substituicdo
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 diferenciacéo 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 dermatologica (HENG et al., 2005; KAMOLZ et al.,
2006; TOAI ET AL., 2011), os mecanismos moleculares e as vias de sinalizagéo que
regulam a diferenciacdo das CTM em queratindcitos in vivo ainda ndo estao
esclarecidos. Além disso, o comportamento das CTM em modelos de pele 3D in vitro
ainda € 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 células séo
utilizadas como equivalentes epidérmicos ou como tratamento direto e indireto (meio
condicionado) em cultura organotipicas de peles feridas; e a ultima, avalia a
confeccao e viabilidade de utilizagdo de scaffold polimérico obtido pelo processo de

eletrofiacdo (Figura 3).



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 queratindécitos, 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).



6. CONCLUSAO

As células usadas nesse projeto foram caracterizadas como CTM por meio da
aderéncia ao plastico, imunofenotipagem e diferenciagcdo 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 transdiferenciagdo. Tanto o cultivo
por 1 ou 10 dias em meio de diferenciacéo, e posterior exposicdo a IAL, resultou em
uma distribuicdo celular similar a um tecido conjuntivo frouxo. Contudo, foi detectada
a expressdo de CQ10 por imunofluorescéncia e, das proteinas CQ14, involucrina e
filagrina por PCR em tempo real, sugerindo comprometimento com a difrenciacédo
epidérmica.

Quando as CTM foram induzidas a diferenciacdo 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 adeséo celular e a diferenciacdo das CTM
cultivadas sobre esse suporte também resultou em alta atividade de KLK.

Tais resultados indicam comprometimento das CTM com o0 processo de
diferenciacéo epidérmica.

O scaffold produzido a partir da eletrofiagcdo 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
cicatrizacéo de pele 3D, estabelecido nesse projeto, aponta a utilizagdo 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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