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RESUMO

O desenvolvimento de métodos alternativos in vitro baseia-se no refinamento, reducéo e
substituicdo ao uso de animais em experimentacdo e tém sido desenvolvidos para testar a
seguranca de cosméticos e medicamentos. E importante considerar as dificuldades que o Brasil
enfrenta com questdes alfandegarias e de perecibilidade que dificultam e até mesmo impedem
a utilizacdo de modelos de pele humana reconstruida disponiveis comercialmente. Este trabalho
teve como objetivo desenvolver um modelo de pele humana reconstruida (PHR-UFAM) in vitro
utilizando células de cultura permanente e testar suas aplicabilidades para ensaios de
citotoxicidade e genotoxicidade. Para isso, as peles foram geradas utilizando queratindcitos e
fibroblastos (embebidos em coldgeno) humanos permanentes. O controle de qualidade das peles
foi feito por anélise morfol6gica e imunohistoquimica, a viabilidade pelo teste do MTT com o
controle negativo e teste de funcdo barreira. A aplicabilidade para ensaios de genotocixidade
foi avaliada pelo teste do micronucleo, cometa em pH alcalino e neutro e cometa modificado
para deteccdo de sitios de metilagcdo no DNA com os controles positivos de cada teste definidos
pela OECD e pela literatura. A melhor condicdo testada permitiu o desenvolvimento de uma
pele humana reconstruida (PHR-UFAM) com uma camada epidérmica apresentando expressao
de marcadores imunohistoquimicos epiteliais (citoqueratinas) e dérmico (vimentina). O modelo
atendeu aos parametros de qualidade (histologia, viabilidade e fungéo barreira) e apresentou
semelhanga morfolégica com os modelos reconhecidos e validados pela OECD. A
aplicabilidade para ensaios de genotoxicidade evidenciou efetividade dos controles positivos:
Mitomicina C, que foi capaz de aumentar significativamente a frequéncia de microndcleos em
3,03% e 3,51% nas concentracdes de 1,5 e 3 ug/mL; Etilmetanossulfonato, que causou dano ao
DNA no modelo de pele quando testado nas concentracGes de 5 e 10 uM, avaliado pelo ensaio
do cometa tanto na versao alcalina (indices de dano iguais a 59,3 e 103,7, respectivamente)
quanto na neutra (indices de dano iguais a 40,7 e 125, respectivamente); e 5-azacitidina no
ensaio do cometa modificado para deteccdo de metilacdo no DNA testada nas concentragdes
0,5, 1 e 1,5 puM, que apresentou indices de dano reduzidos iguais a 107,5, 83,1 e 89,3,
respectivamente, no modelo de pele PHR-UFAM. Os resultados foram comparados com o
controle ndo tratado. Diante do exposto, com este trabalho foi possivel desenvolver um modelo
de pele humana reconstruida composta totalmente de células permanentes semelhante aos
modelos validados e reconhecidos na literatura. Contudo, é necesséaria a realizacdo de estudos
de validacdo complementares que comprovem sua efetividade para ensaios de citotoxicidade e
genotoxicidade de substancias com potencial terapéutico ou cosmético.

Palavras — chave: Pele humana, cultura celular permanente, seguranca.



ABSTRACT

Alternative methods are being developed to reduce, refine, and replace (3Rs) animals used in
experiments and have been applied to test the safety of cosmetics and medicines. It is important
to consider the difficulties that Brazil faces with customs and perishability issues that hinder
and even prevent the use of commercially available reconstructed human skin models. The aim
of this work was to develop a reconstructed human skin model (PHR-UFAM) and test its
applicability for cytotoxicity and genotoxicity assays. For this, skins were generated using
permanent human keratinocytes and fibroblasts (embedded in collagen) cells. The quality
control was performed by morphological and immunohistochemical analyses, viability by MTT
test with negative control, and barrier function test. The applicability for genotoxicity assays
was evaluated by micronucleus test, neutral and alkaline comet, and modified comet for
detection of DNA methylation sites with positive controls of each test defined by OECD and
literature. The best condition tested allowed the development of a reconstructed human skin
(PHR-UFAM) with epidermis presenting expression of immunohistochemical markers:
epithelial (cytokeratins) and dermal (vimentin). The model followed quality parameters
(histology, viability, and barrier function) and presented morphological similarity with models
recognized and validated by OECD. The applicability of skin model for genotoxicity assays
demonstrated the effectiveness of the positive controls: Mitomycin C that was able to increase
significantly the micronucleus frequency when tested at concentrations of 1,5 e 3 pg/mL
(3.03% and 3.51%, respectively); Ethylmethanesulfonate caused damage to the DNA when
tested at concentrations of 5 e 10 uM by comet assay in both alkaline (damage index values of
59.3 and 103.7, respectively) and neutral (damage index of 40.7 and 125, respectively) versions;
and 5-azacytidine in the modified comet assay for methylation detection, tested at
concentrations of 0.5, 1 e 1.5 uM showed reduced damage indexes (107.5, 83.1, and 89.3,
respectively). The results were similar to skin models validated by OECD and literature. Thus,
with this work it was possible to develop a reconstructed human skin model composed entirely
of permanent cells. However, further validation studies are required to prove its effectiveness
for cytotoxicity and genotoxicity tests of substances with therapeutic or cosmetic potential.

Keywords: Human skin, permanent cell culture, security.
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1 INTRODUCAO

A pele é considerada uma importante funcéo barreira que protege o organismo humano
contra agentes fisicos, quimicos e infecciosos do ambiente externo, mas seu papel se estende
além das propriedades de revestimento e protecao do corpo. Sua relagdo com os demais 6rgaos
é singular e esta integrada aos sistemas de forma que permite o equilibrio deste com o ambiente
externo (BARBOSA, 2011; BARONI et al., 2012; PROKSCH; BRANDNER; JENSEN, 2008;

WICKETT; VISSCHER, 2006).

Quando exposta a agentes externos (fisicos, quimicos ou infecciosos) a pele é
responsavel por desencadear uma série de eventos com o0 objetivo de reestabelecer a
homeostase. Esses eventos devem a participacdo de células, ativacdo do sistema imunolégico,
liberacdo de sinalizadores, mudancas estruturais, dentre outras. As manifestacdes clinicas
decorrentes dessa exposicdo podem variar de edema e eritema leves a exsudacdao. Quando o
dano persiste e ndo consegue ser reparado, processos cronicos podem se estabelecer e
desencadear doengas como dermatite, pénfigo vulgar, necrélise epidérmica téxica (sindrome de

Lyell) dentre outras (PROKSCH, BRANDNER & JENSEN, 2008).

Alteracdes nos padrdes funcionais da pele podem levar a processos patogénicos, essas
alteracBes podem ser decorrentes da toxicidade de substancias quimicas como medicamentos
ou cosméticos. O estudo de como ocorrem essas alteragdes nas funcées bioldgicas da pele, ou
mesmo avalia¢do da presenca e magnitude das mesmas, frente a esses xenobidticos € critico no
desenvolvimento de produtos totalmente seguros para uso humano. Com o cenario atual em
prol do uso racional de animais de experimentacdo, muito utilizados para avaliar toxicidade de
substancias, diversos modelos in vitro estdo sendo regulamentados e validados pelos 6rgaos

internacionais para reduzir o uso de animais e orientar melhor os ensaios pré-clinicos.
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Uma vez que as células que compdem o tecido da pele humana crescem dentro de uma
matriz tridimensional (3D) continuamente cercada por células vizinhas, as culturas de células
em monocamada (2D), atualmente muito utilizadas, ndo retratam fielmente a arquitetura
fisioldgica da pele. Com isso, varios tipos de peles artificiais ou reconstruidas em cultura
tridimensional in vitro estdo sendo desenvolvidas e validadas. Contudo, essas peles possuem
algumas limitacOes tais como: requerem culturas de células primarias (retiradas do tecido in
vivo), possuem um tempo para utilizacdo limitado, necessitam ser importadas de outros paises
e muitas vezes por questdo de logistica e regulamentacdo rigorosa de tecidos vivos,
impossibilita a realizacdo de testes em paises como o Brasil (BROHEM et al., 2011; WEVER

etal., 2015).

A avaliacdo do potencial genotdxico (dano ao DNA) de substancias € tradicionalmente
realizada em animais por meio das alterac6es em suas células apds exposi¢do ao produto. Esse
dano pode ser detectado precocemente por ensaios in vitro utilizando cultura de células. Assim,
a utilizacdo de novos métodos in vitro sdo importantes para direcionar melhor os ensaios com

animais e seres humanos (FROTSCHL, 2015; VASQUEZ, 2012).

Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos alternativos eficazes para ensaios in
vitro de seguranca disponiveis e mais viaveis para a realizacdo pelos laboratérios, bem como,
outros testes de pesquisa e desenvolvimento de cosméticos e medicamentos, € necessario para
refinar, reduzir e substituir modelos com animais e melhorar 0 cenario da pesquisa e
desenvolvimento no Brasil. Sendo assim, com esta pesquisa pretende-se contribuir com um
modelo de pele humana in vitro totalmente constituida de células de linhagens permanentes

aplicada para o estudo da toxicidade de substancias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A pele humana

A pele é considerada o maior 6rgao do corpo humano, compreendendo cerca de 15 a
20% do seu peso total, com uma &rea superficial que varia de 0,2 m? no nascimento a
1,8-2,5 m? no ser humano adulto e uma espessura de 1,5 a 4 mm. Sua constituicdo complexa,
incluindo varios tipos celulares, permite com que este 6rgao seja responsavel por funcgdes vitais
para o ser humano, tais como termorregulacéo, percepcao sensorial, excrecdo e absor¢do, bem
como, protecdo a injdrias, infeccdo e desidratacdo (ANDERSON, 2014; HARRIS, 2009;

MARTIN, VULIN & HENDRY, 2016).

Como mostrado na figura 1, a pele é dividida em dois principais compartimentos estruturais:
a epiderme, primeira barreira fisica quimica/bioquimica (antimicrobiana e imunidade inata) e
imunologica adaptativa; e a derme, responsavel pelo suporte mecanico e nutricional da pele. Alguns
anatomistas referem-se a tela subcutdnea como parte da pele e a chamam de hipoderme

(ANDERSON, 2014; BARONI et al., 2012; PROKSCH, BRANDNER & JENSEN, 2008).

B Estrato Cérneo

®» Estrato Lucido
.| B Estrato Granuloso

EPIDERME i
® Estrato Espinhoso | Estrato

Germinativo

—® Membrana Basal
Queratindcito Melanécito
R=—=4

DERME < ——— Fibroblasto

-

Tecid9 adiposo
ioperve|, (5 ©O°O_ & co° @
Figura 1- Camadas da pele e seus componentes celulares. A pele é dividida histologicamente em duas camadas

principais, a epiderme (subdividida em estratos ou camadas) e a derme. A hipoderme constitui a tela subcutanea.
Fonte: a autora.
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Tanto a epiderme quanto a derme participam na formacéo da estrutura da matriz altamente
especializada, a membrana basal, o qual separa fisicamente esses compartimentos, proporcionando
uma interface dindmica e estabilizadora. Embora toda a estrutura da pele participe ativamente na
defesa do hospedeiro, a epiderme possui importante acdo na perda de dgua e outros componentes
do corpo para o ambiente externo, bem como na protecdo do corpo contra uma variedade de

estimulos ambientais (BARONI et al., 2012).

2.1.1 Epiderme: componentes estruturais e células

A epiderme estruturalmente € constituida por varios estratos ou camadas anatomicamente
distintas (Figura 2). A camada mais superficial, com apenas 10-20 um de espessura, € denominada
estrato corneo de onde provém a principal barreira de absor¢cdo de componentes bem como controle
da perda de agua através da pele. Abaixo do estrato cérneo encontra-se a epiderme viavel, com
cerca de 50-100 um de espessura, constituida principalmente de células denominadas queratindcitos
que ddo origem ao estrato corneo. As camadas sdo definidas quanto a posi¢do, morfologia e estado

de diferenciagdo dos queratinocitos (BOUWSTRA et al., 2003).

__ Cornedcitos

Estrato Cérneo T R
___ Granulos de queratina
° ® ® 4
Camada L = = ~___— Queratindcito granulado
granulosa L 2 = = = ot i i Profilagrina
. L _~ Célula de Langerhans
Y ‘ l _— Desmossomo
Camada - P ~
epidérmica Camada 7 & Queratindcito
nucleada espinhosa B a

~ Melanina

Prolongamento do
melanécito

/,./_ —  Melanécito
. .jr «+—— Célula de Merkel

—— Lamina basal

Camada [ [ 3
. basal Lr.ﬁ .
Figura 2 - Camadas da epiderme e seus constituintes celulares. A epiderme € dividida em estrato corneo (camada
mais externa) composta de corneécitos e uma camada epidérmica nucleada subdividida em camada granulosa,

espinhosa e basal. Seus principais constituintes celulares séo os fibroblastos, queratinécitos, melandcito, célula de
Langerhans, célula de Merkel. Fonte: a autora.
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A epiderme compde a primeira linha de defesa do organismo contra agentes externos e
sua principal funcéo é proteger a pele de ameagas ambientais potencialmente perigosas. O estrato
corneo compreende a barreira fisica da pele. Os lipideos, acidos, enzimas hidroliticas, peptideos
microbianos e macrdéfagos constituem a barreira quimica/bioquimica da pele e os constituintes
humoral e celular do sistema imune a barreira imunoldgica da pele (BARONI et al., 2012;

PROKSCH, BRANDNER & JENSEN, 2008)

A camada epidérmica é constituida em cerca de 80% por queratindcitos, que se
proliferam do estrato basal movendo-se até o estrato granuloso, onde se diferenciam em
cornedcitos compondo o estrato corneo. Os queratindcitos sintetizam e expressam diferentes
proteinas estruturais e lipideos durante sua maturacao (Figura 3). A fase final da diferenciacao
dos queratindcitos esta associada com mudangas importantes em sua estrutura até sua
transformacédo em grandes células anucleadas, os cornedcitos do estrato corneo (BOUWSTRA

& PONEC, 2006; BROHEM et al., 2011; WICKETT & VISSCHER, 2006).

Estrato — = Loricrina, proflilagrina, Involucrina Lipideos
> = . tricohialina, involucrina,
corneo ) —— e S SPRs
Camada @ ® @ T‘(\B, queratina-1, -2e, -9,
1 =10, desmogleina-1,
granulosa @ (@] o] “desmocolina-1
Camada [ { ‘ L TG1,TGs
espinhosa [ [ ’ ‘ desmogleina-2, -3, -4
— Y Y \‘\\ ~
Camada . g
Queratina-5, -14, TG2 .
basal . ‘ . . . ’ ‘ Loricrina s
Colageno-17, a4B,
Membrana basal [ integrina, laminina-5 | Filagrina Queratina

Figura 3 - Diferenciacao dos queratindcitos e expressdo de proteinas na epiderme. As proteinas que sdo expressadas
em locais na epiderme durante a diferenciacdo estdo envolvidas com o processo de cornificacdo. A nivel molecular,
a camada cdrnea é formada por proteinas que possuem alta afinidade por transglutaminases (TG), com lipideos
especificos na parte externa, para garantir as propriedades fisicas especificas da pele. SPR, proteinas pequenas
ricas em prolina; TG, transglutaminases. Adaptado de Candi, Schmidt & Melino (2005).
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A diferenciacdo epidérmica inicia com a migracdo dos queratindcitos da membrana
basal e finaliza com a formacdo da camada cornificada. As mudancas estruturais dos
queratindcitos até a fase de corneocitos, envolve também a formacdo de filamentos de
queratina, invélucro celular composto de proteinas reticuladas ou proteinas de invélucro
cornificadas, bem como, um envelope lipidico covalentemente ligado. Além disso, 0s
desmossomos, que interconectam queratindcitos adjacentes, sdo importantes para a coesao
célula-célula nas camadas da epiderme viavel ou nucleada e sdo essas estruturas eliminadas
durante o processo de descamacdo (BARONI et al., 2012; CANDI, SCHMIDT & MELINO,

2005).

No estagio terminal de diferenciacdo, os polipeptideos de filagrina, uma proteina de
matriz presente no interior dos queratindcitos no estrato granuloso, agregam o citoesqueleto de
queratina para formar uma densa matriz lipidica/proteica reticulada por transglutaminases que
formam o envelope celular cornificado, o qual contribui para as propriedades biomecanicas do
estrato cérneo, prevenindo a perda de agua epidérmica e impedindo a entrada de alérgenos,
produtos quimicos toxicos e organismos infecciosos na pele. A reticulacdo inclui a participacéao
de proteinas estruturais, como involucrina, loricrina, trico-hialina, dentre outras (ANDERSON,

2014; CANDI, SCHMIDT & MELINO, 2005; STEINERT & MAREKOQOV, 1995).

Os principais produtos protéicos estruturais envolvidos na proliferacdo dos
gueratindcitos basais sdo as queratinas. Esses produtos se agrupam em filmes intermediarios e,
juntamente com as tubulinas e microfilamentos de actina, formam o citoesqueleto de células
epiteliais. As queratinas sdo classificadas em tipo | (acidas) ou tipo Il (neutras a basicas), elas
se ligam aos pares para formar filamentos intermediarios de acordo com o estagio de

diferenciacdo dos queratindcitos. Por exemplo, pares de queratinas 5 e 14 sdo encontradas no
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estrato basal, enquanto pares de queratinas 1 e 10 estdo presentes na camada de células

suprabasais como esquematizado na figura 4.

r Tipos de
Estrato corneo ——-//Jé < ——— b

L 77 —7 queratinas
Camada eranulosa | (= > = D
& NN @g
Camada de
células Kl eKI10
suprabasais
Camada basal K5eKl14

Figura 4 - Camadas da epiderme e os tipos de queratinas produzidas. Na camada epidérmica as queratinas 1 (K1)
e 10 (K10), queratinas 5 (K5) e 14 (K14) sdo produzidas na camada suprabasal e basal, respectivamente. Fonte: a
autora.

Em locais especificos, quantidades significativas de queratinas sdo expressas, tais como
queratina 9 nas palmas das maos e solas dos pés, e queratina 2e em locais espessos. Em um
estdgio mais avancado, as células adquirem grénulos de queratohialina, que contém
profilagrina, citada anteriormente como precursor da proteina interfilamentar filagrina. No
processo de queratinizacdo, a filagrina agrega filamentos de queratina em feixes compactados
promovendo o colapso da célula em uma forma achatada, caracteristica dos corneocitos da

camada cornificada (CANDI, SCHMIDT & MELINO, 2005).

Os queratinocitos sdo as células mais abundantes da epiderme. Contudo, outros tipos
importantes de células podem ser encontrados como nas células de Langerhans (elementos
imunocompetentes), células de Merkel (constituem o sistema nervoso sensorial da pele),

melanadcitos (produtores de granulos de pigmento chamados melanossomos contendo melanina
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que protege a pele contra a radiacdo ultravioleta e dar cor a pele), leucdcitos e linfocitos

(BARONI et al., 2012; HOLIKOVA et al., 2001; WICKETT & VISSCHER, 2006).

2.1.2 Membrana basal: jungdo dermo-epidérmica

O estrato basal da epiderme esta intimamente relacionado com a derme através de um
sistema de conexdes de fibras proteicas que constituem a membrana basal, responsavel pela
ancoragem da camada epidérmica ao tecido conjuntivo solto da derme. A membrana basal é
constituida, principalmente, de colageno 1V, laminina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos,
bem como, fatores de crescimento com amplas fun¢des bioldgicas (BALASUBRAMANI,

KUMAR & BABU, 2001; BROHEM et al., 2011; 10ZZ0O, 2005).

A membrana basal dermo-epidérmica atua controlando a passagem de moléculas
bioativas em ambas direcdes, através da ligacdo a uma variedade de citocinas e fatores de
crescimento, representando um reservatorio controlado fundamental para o remodelamento
fisiologico e reparo da pele. Em situagfes patoldgicas como inflamacéo ou cancer, o0 aumento
da liberacdo de fatores decorrentes da destruicdo da membrana basal contribui para a ativagao

da reagéo no estroma (10ZZ0O, 2005; MUELLER & FUSENIG, 2004).

2.1.3 Derme: componentes estruturais e células

A derme corresponde a estrutura abaixo da epiderme, com cerca de 15-40 vezes maior
tamanho comparada a esta. Ela é formada basicamente por trés camadas: papilar, subpapilar e
reticular (Figura 5). A camada papilar projeta-se entre as cristas epidérmicas e é constituida de
fibras, nervos sensoriais terminais e possui rica suplementacdo com capilares sanguineos. A

camada subpapilar subjacente possui 0s mesmos componentes da camada papilar. Por fim, a
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camada reticular representa a maior parte da derme e é constituida de denso tecido conectivo
de fibras. A parte mais baixa encontra-se em contato com a camada de gordura subcutanea

(SHIMIZU, 2016).

Componentes celulares

Capilar sanguineo [ Mastécito Histiocito {

Nervo Fibroblasto Plasmocito

Membrana basal

Corpusculo
de Meissner

~ ™ EPIDERME
Camada papilar |

Camada subpapilar |

-~

Vaso linfatico

Derme reticular <L
‘LA ‘ L= DERME

Veia
Artéria

TECIDO
SUBCUTANEO

/ Fibras de colageno Substancia amorfa
Cosrpusculo de Pachman Fibras de elastina

Matriz dérmica
Figura 5 - Derme: componentes estruturais e celulares. A derme é formada basicamente por trés camadas: papilar,
subpapilar e reticular. Suas fungdes incluem o fornecimento de energia e nutricdo para a epiderme, além de forca
consideravel & pele em virtude do arranjo de sua matriz dérmica. Adaptado de Shimizu (2016).

A derme é composta de tecido fibroso e matriz dérmica, ela é responsavel por fornecer
energia e nutricdo a epiderme e confere forga consideravel a pele em virtude do arranjo de suas
fibras de colageno. As fibras de colageno, principalmente tipo | sdo os maiores componentes
da derme, representando cerca de 80% do seu peso. Em menor quantidade tem-se fibras de
elastina, fibras reticulares e matriz. Fibroblastos, macrofagos, mastocitos, plasmaocitos, células

endoteliais e nervosas compdem a derme. Vasos sanguineos, linfaticos, nervos glandulas

sebaceas e foliculos pilosos também estéo presentes (BROHEM et al., 2011; SHIMIZU, 2016).

As principais células da derme sdo os fibroblastos, responsaveis pela producéo de
colageno, fibras e de uma substancia gelatinosa, a substancia amorfa, na qual os elementos

dérmicos estdo mergulhados. A substancia amorfa ou substancia amorfa fundamental permite
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a adesdo de diversos componentes do meio extracelular, € basicamente constituida de
glicosaminoglicanos incluindo acido hialurdnico, sulfato de dermatan ou condroitino sulfato B,

sulfato de heparana, sulfato de condroitina e sulfato de queranato (BARBOSA, 2011).

As fibras de coldgeno que compBem a derme apresentam pouca extensibilidade,
entretanto, sdo extremamente fortes e resistentes a tensdo aplicada paralelamente as fibras, essas
caracteristicas sdo importantes na manutencdo da forca dindmica da pele. Quando as fibras de
colageno sdo produzidas e ocorre a maturacdo da derme, os fibroblastos interrompem suas

atividades e tornam-se fibrécitos (WONG, MCGRATH & NAVSARIA, 2007).

2.1.4 Hipoderme: Tecido adiposo subcutaneo

Os adipdcitos sdo as células que compdem majoritariamente o tecido adiposo e sao
responsaveis pelo armazenamento de lipideos na forma de triacilglicerol, necessarios para o
fornecimento de energia ao corpo. Na hipoderme, é possivel encontrar também células
inflamatdrias (macrdfagos), do sistema imune (leucdcitos, linfécitos), pré-adipdcitos e alguns
fibroblastos. Além disso, sdo encontrados constituintes ndo celulares que compreendem tecido

conectivo, tecido vascular e neural (IBRAHIM, 2009).

O tecido adiposo, ndo apenas deve ser considerado o local passivo de armazenamento
de lipideos, mas também desempenha fungdes metabdlicas e enddcrinas complexas. Entre 0s
produtos enddcrinos produzidos pelo tecido adiposo estdo: o fator de necrose tumoral-a, a
interleucina-6, a proteina estimulante de acilacdo e a leptina. Os produtos liberados neste tecido
podem contribuir para a regulacdo da produgdo hepatica de insulina, alteracdo no
desacoplamento de proteina 3 expressa no musculo esquelético, dentre outras a¢cdes (COELHO,

OLIVEIRA & FERNANDES, 2013; KERSHAW & FLIER, 2004).
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2.2 Seguranca de cosméticos e medicamentos

A seguranca é definida como auséncia razoavel de risco de lesdo significativa em
condicdes de uso previsiveis, ou seja, € a probabilidade do produto de ndo provocar danos
significativos aos usuarios. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) exige que
os fabricantes desses produtos apresentem dados sobre eficacia e seguranca em ensaios pre-
clinicos, através do controle da toxicidade do produto final e dos seus ingredientes, para dar
prosseguimento aos ensaios clinicos em humanos (BRASIL, 2012; ROMANOWSKI;

SCHUELLER, 1996).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria define cosméticos, bem como, produtos de
higiene pessoal e perfumes, como substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas
partes do corpo humano, com uso exclusivo para limpeza, perfumaria e alteracdo da aparéncia

e ou correcdo de odores, protecdo ou manutencdo de seu bom estado (BRASIL, 2015a).

Assim como outros produtos que promovem a saude, os cosméticos podem oferecer
riscos quanto ao seu uso e desencadear reacfes adversas como irritacdo (ardor, prurido e até
mesmo destruicdo do tecido), sensibilizacdo (reacdo alérgica envolvendo a resposta
imunoldgica imediata ou tardia), sensacdes de desconforto (ardéncia, dor, pinicacdo) e/ou efeito
sistémico (quando atingem a corrente sanguinea e se espalham para outras partes do corpo)

(BRASIL, 2012; CHIARI et al., 2012).

O controle da toxicidade do produto final cosmético e de seus ingredientes antes da sua
disponibilizagdo no mercado € necessario para garantir sua seguranca, especialmente a longo
prazo, visto que sdo utilizados por longos periodos pelo consumidor e sdo de livre acesso

(ANVISA, 2004; BRASIL, 2016; CHORILLI et al., 2007)
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Segundo a legislacdo sanitaria brasileira, a empresa é responsavel pela seguranca do
produto cosmético e deve possuir dados comprobatorios que atestem sua seguranga, garantindo
que estes ndo oferecem risco a satde quando utilizados conforme instrucées de uso. Com isso,

testes toxicoldgicos sdo requeridos para avaliacdo da seguranca (BRASIL, 2015a).

Dentre os ensaios toxicologicos, seis sdo considerados minimos para atestar a seguranca
do produto cosmético: toxicidade sistémica aguda, corrosividade e irritacdo dérmica,
sensibilizacdo cutanea, absorcao/penetracao cutanea, doses repetidas e
mutagenicidade/genotoxicidade. Os testes para avaliar toxicidade aguda e subcroénica, irritacéo
ocular, irritacdo de mucosas, efeitos toxicos pela radiacdo ultravioleta, carcinogenicidade,
teratogenicidade, bem como, toxicocinética e toxicodinamica, ficam sujeitos a avaliacdo de

acordo com o tipo de produto a ser testado (BRASIL, 2012; SCCS, 2016).

Os métodos empregados para atestar a seguranca dos cosméticos incluem testes in vivo
e in vitro. Os estudos in vivo permitem a investigacao de efeitos adversos tdéxicos a um animal
apos aplicacdo através de uma via de exposicao (oral, inalatdria ou tépica). Ja os testes in vitro,
sdo considerados métodos alternativos validados ao uso de animais, cujo objetivo é avaliar o
potencial irritativo, alergénico e sisttmico do cosmético testado (CHORILLI & SCARPA,

2007).

Segundo o Guia para Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos da ANVISA
(2012), sdo consideradas metodologias in vivo os testes para avaliagéo de toxicidade aguda oral,
irritacdo/corrosividade ocular e cuténea, irritacdo primaria, irritacdo acumulada, sensibilizagdo
dérmica, testes de irritagdo da mucosa oral, vaginal e peniana, e os testes de comedogenicidade
(eritema, edema e presenca ou auséncia de comeddes ou cravos como sdo conhecidos no Brasil).

Todos estes testes utilizam animais de experimentagdo para avaliagdo do risco. Entretanto,
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diversos aspectos devem ser considerados para que sejam realizados, incluindo o aspecto ético

destes animais e aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais.

Medicamento é definido como todo produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou
elaborado, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnostico. Para
obtencdo de seu registro e, assim sua comercializacdo e disponibilizacdo a populacdo, o
medicamento deve passar por varios testes ndo-clinicos e clinicos para assegurar sua seguranga

e eficacia para uso humano (ANVISA, 2013; BRASIL, 2015b).

Os estudos ndo-clinicos sdo aqueles que precedem os estudos clinicos. Eles incluem
métodos in vivo com animais e in vitro por meio de testes alternativos validados e aceitos
internacionalmente para atestar a seguranca do novo medicamento. A ANVISA elaborou um
Guia para conducdo destes estudos baseado em documentos de agéncias reconhecidas, como
Food and Drug Administration (FDA), Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdémico (OECD), diretrizes da Organizacdo Mundial da Salde, dentre outros (ANVISA,

2013).

Os estudos ndo-clinicos propostos pela ANVISA incluem: estudos de toxicidade de
dose-Unica (aguda), toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade
(dano ao DNA), tolerancia local e carcinogenicidade além de estudos de interesse na avaliacéo
da seguranca farmacoldgica e toxicocinética. Outros estudos também podem ser testados para
avaliar a seguranca e deverdo ser avaliados pelos 6rgdos competentes de vigilancia (ANVISA,

2013).

Além da ANVISA, diversos 6rgéos e instituicdes vém elaborando guias e diretrizes com
a intencdo de racionalizar os estudos néo clinicos, de forma a evitar duplicidade e a utilizacéo
desnecessaria de animais sem comprometer a qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos.

O Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal, CONCEA, publicou em 2016 a
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Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou
Pesquisa Cientifica com a finalidade de apresentar os principios e as condutas que garantam o

cuidado e manejo eticamente correto dos animais de experimentacdo (CONCEA, 2016).

2.2.1 Genotoxicidade e analises toxicoldgicas envolvendo alteragdes no DNA

Estudos indicam que variac¢des interindividuais em resposta a agentes quimicos externos
(xenobioticos) sdo definidas por diferencgas genéticas, e que o principal risco antecipado a nivel
genémico é a mutagénese ou dano fisico ao DNA (genotoxicidade). A genotoxicidade é um
processo no qual um agente interage com o DNA ou outro alvo celular que controla a
integridade do material genético. Isso inclui a inducdo de adutos de DNA, quebras nas fitas de
DNA, pontos de mutacdo, mudancas numéricas ou estruturais nos cromossomos (ANVISA,

2013; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008; SZYF, 2007).

As diretrizes internacionais recomendam uma bateria de testes para avaliar o potencial
genotoxico de uma substancia, cujo objetivo é detectar os principais danos ao DNA e
capacidade da substancia em proporcionar alteracdes no material genético (mutagenicidade).
Duas opcdes de testes sdo mundialmente consideradas: a opcdo 1 consiste em um ensaio de
AMES (um teste para mutacdo de genes em bactérias), um teste citogenético in vitro para
avaliar dano cromossémico ou um ensaio de mutacdo do gene Tk de linfoma de camundongo e
um teste in vivo para dano cromossémico em células hematopoiéticas de roedores; a opgao 2
consiste em um ensaio de AMES e um teste in vivo de genotoxicidade em dois tecidos diferentes

(FROTSCHL, 2015; PFUHLER et al., 2010).

Dos métodos alternativos existentes para avaliagdo da genotoxicidade, apenas o teste do

micronucleo in vitro em células de mamiferos € reconhecido pela OECD. Nesse teste, 0s
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micronucleos sdo detectados no citoplasma de células interfasicas. Os micronucleos podem ter
origem nos fragmentos de cromossomos acéntricos (sem centrdomero, efeito clastogénico), ou
de cromossomos inteiros que sao incapazes de migrar para os polos durante a anafase da divisdo
celular (efeito aneugénico). O teste do micronlcleo € capaz de detectar substancias com
atividades clastogénicas e aneugénicas em células que sofreram diviséo celular durante ou apds

a exposicdo a substancia (OECD TG 487, 2016).

Na pratica, o dano ao DNA recorrente da ruptura de sua cadeia é medido pelo ensaio do
cometa, cujo principio baseia-se na formagdo de uma cauda no nucledide (cometa) em
decorréncia da quebra das fitas do DNA apds submissdo a uma eletroforese em gel de agarose.
E um teste de eletroforese de célula Unica que detecta danos a0 DNA expressos como quebra

de fita simples e fitas duplas (FROTSCHL, 2015).

Muitas publicacdes de ensaios de validacdo do teste do cometa estdo disponiveis
atualmente. O Comité de Coordenacdo Interinstitucional sobre Validacdo de Métodos
Alternativos (ICCVAM) juntamente com o Centro Europeu de Validacdo de Métodos
Alternativos (ECVAM), mostraram que 0s ensaios do cometa in vivo utilizando protocolos
padrdo internacionalmente recomendados apresentam resultados confiaveis, reprodutivos e
fornecem uma base sélida para a OECD elaborar diretrizes técnicas (EFSA, 2012; FDA, 2012,

FROTSCHL, 2015; VASQUEZ, 2012).

Em 2014, a OECD reconheceu o ensaio do cometa alcalino in vivo em células de
mamiferos como um método validado para detectar genotoxicidade de substancias quimicas.
Contudo, ele inclui a utilizagdo de roedores nos ensaios e ndo é um teste totalmente in vitro.
Com isso, a melhoria dos atuais métodos de ensaio de genotoxicidade in vitro oferece apoio a

utilizacdo de uma estratégia de ensaios alternativos ao uso de animais (OECD TG 489, 2014).
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A natureza dindmica do epigenoma e sua responsividade as multiplas vias de sinalizacao
celular, sugere que ela é potencialmente vulneravel aos efeitos de xenobioticos, ndo apenas
durante o periodo critico de desenvolvimento, mas também ao longo da vida. Estudos
evidenciam que os agentes ndo genotoxicos podem afetar a funcdo dos genes através de
mecanismos epigenéticos de forma estavel e a longo prazo com consequéncias que podem ser
indistinguiveis dos efeitos dos danos fisicos ao DNA. Esses efeitos podem ser transmitidos
geneticamente, justificando a necessidade da utilizacdo de testes para avaliar a seguranca de
xenobidticos por mecanismos nao-genotoxicos (ANWAY et al., 2005; FERREIRA et al.,

2011).

O ensaio do cometa pode ser facilmente adaptado para a medicdo da metilagcdo global
do DNA. Este processo nao € apenas importante para manter a estabilidade do genoma, mas
também desempenha um papel importante na regulacdo genética. A metilacdo do DNA é um
evento epigenético que envolve a modificacdo quimica do DNA onde a sequéncia do DNA néo

é alterada (BIRD, 2002; NAGANDSMERDON, 2009).

O epigenoma consiste na cromatina e suas modificacdes, bem como uma modificacdo
covalente pela metilacdo de anéis de citosina encontrados na sequéncia dinucleotidica CG.
Estudos de metilacdo tém surgido como um importante campo de pesquisa em muitas doencas,
se nao todas, uma vez que a alteracdo do padrdo de metilacdo do DNA pode modificar

dramaticamente a transcri¢do génica (OLIVEIRA et al., 2010).

A metilagédo do DNA consiste em uma modificagdo covalente de um grupamento metil
(CHa) que é transferido as S-adenosilmetionina para o carbono 5 de uma citosina (5-MeC) que
geralmente precede uma guanina (CpG), pela acdo uma familia de enzinas denominadas DNA
metiltransferases (DNMT). Os residuos de CpG aparecem espalhados pelos genomas eucariotos

ou agrupados em ilhas (ilhas com cerca de 200 pares de bases no DNA com cerca de 60% de
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dinucleotideos CpG). A maioria dos dinucleotideos CpG espalhados esta metilada, ao contrario
das ilhas CpG que encontram-se desmetiladas. Essas ilhas normalmente séo regides promotoras
de alguns genes, incluindo genes de reparo, silenciadores oncogénicos, genes envolvidos no
controle da proliferacdo celular, diferenciacdo e desenvolvimento normal, bem como na
impressdo parentérica, inativagdo cromossdmica X e preservacao da integridade cromossoémica
por silenciamento de transposons e elementos repetitivos (MORGAN et al., 2004,

STEFANSKA; VINKEN; SZYF, 2012; SZYF, 2007).

Alteracbes no padrdo de metilacdo podem levar a perda da funcdo de um gene e ser
muito mais frequente que a mutacéo genética. A adi¢do do radical metil pode inibir a transcricdo
génica por impedir a ligacdo de fatores de transcricdo nessas regides. Em contrapartida, a
desmetilacdo leva ao aumento de transcri¢do génica. Estudos indicam que alguns xenobioticos
podem interferir nas enzimas de metilacdo interrompendo a organogénese normal e a
especificidade do tecido. Essa influéncia pode ter resultados teratogénicos ao direcionar
mecanismos cruciais ou efeitos moduladores da metilacdo do DNA indetectaveis por um longo
periodo. Isso reforca ainda mais a necessidade de estudos que possam evidenciar alteracées no
DNA decorrentes da metilacdo (DOLINOY, JIRTLE & CAROLINA, 2008; SOUBRY et al.,

2013, 2015; STEFANSKA, VINKEN & SZYF, 2012).

Alguns estudos epigenéticos com abordagem farmacoldgica mostram que algumas
substancias podem alterar o padrdo de metilacdo aberrante. Como exemplo, as substancias 5-
azacitidina e decitabina ja aprovados pelo FDA séo dois agentes desmetilantes (inibidores da
enzima de metilagdo) utilizados em ensaios clinicos tanto de leucemias quanto de tumores
solidos. E evidente a relacdo da metilagdo com o cancer, contudo é crescente o interesse desse
evento associado a outras doengas ou distdrbios (CHUANG et al., 2005; LYKO; BROWN,

2005; MEJOS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2010; SOUBRY et al., 2013, 2015).
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2.3 Métodos alternativos ao uso de animais em experimentagao

Um conjunto de ensaios in vitro é sugerido pela ANVISA em substituicdo ao uso de
animais de laboratorios como métodos alternativos para avaliar a seguranga de medicamentos
e cosmeticos. No Brasil, a responsabilidade de monitorar e avaliar a introducdo dos testes
alternativos que substituam os animais em atividade de ensino e pesquisa ¢ do CONCEA. No
ano de 2014, este reconheceu dezessete métodos alternativos validados para analise
toxicologica desses produtos farmacéuticos (Tabela 1). Todos os métodos contemplam
protocolos publicados nas diretrizes para testes de quimicos da Organizacao para a Cooperacdo

e Desenvolvimento Econdémico (CONCEA, 2015; OECD, 2015).

Tabela 1 — Métodos alternativos ao uso de animais reconhecidos pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal em 2014. Adaptado de CONCEA (2015).

Desfecho a ser

Meétodo alternativo reconhecido pelo CONCEA em

avaliado 2014 Protocolo
Corrosa? dérmica in vitro: Teste de resisténcia elétrica OECD 430
transcutanea
Irritagéio e corroso Corrosédo ’dermlca in vitro: Teste da epiderme humana OECD 431
reconstruida
Teste de barreira de membrana in vitro OECD 435
Teste de irritagdo cuténea in vitro. OECD 439
Irritagéio e corroso Teste de permfaabilidade e o!oacidade de cdrnea bovina OECD 437
ocular Teste de olho isolado de galinha OECD 438
Teste de permeacéo de fluoresceina OECD 460
Sensibilizagéo Sensibilizagdo cutanea: Ensaio do linfonodo local OECD 429
cuténea Versdes ndo radioativas do Ensaio do linfonodo local OECD 442A e 442B
Toxicidade aguda oral — Procedimento de doses fixas OECD 420
Toxicidade aguda oral — Classe téxica aguda OECD 423
Toxicidade aguda | Toxicidade aguda oral — Procedimento “Up and Down” OECD 425
Estimativa da dose inicial para teste de toxicidade aguda OECD 129
oral sistémica
Genotoxicidade Teste do microndcleo em célula de mamifero in vitro OECD 487




31

Os métodos alternativos reconhecidos sdo validados por centros internacionais de
validacao conforme guias da Organizagédo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico e
destinam-se a substituicdo total, parcial ou reducdo do uso de animais. Sendo assim, a
abrangéncia de cada método deve ser respeitada conforme especificagdes. O CONCEA
estabeleceu ainda o prazo de cinco anos, contados a partir de 2014, como limite para a

substituicdo obrigatdria do metodo original com animais pelo método alternativo (CONCEA,
2015).

Com o intuito de auxiliar e incentivar os pesquisadores e instituicbes a desenvolverem
e validarem os ensaios alternativos, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI)
estabeleceu a Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA) através da Portaria N° 491,
de 03 de julho de 2012. A criagdo da rede tem por objetivo: estimular a implantacdo dos ensaios
alternativos, monitorar periodicamente os laboratorios, promover a qualidade dos testes,
incentivar a implementacdo do sistema de qualidade e das boas préaticas de laboratorio e
contribuir para o desenvolvimento, validacdo e certificacdo de novos métodos alternativos ao

uso de animais em experimentacdo (MCTI, 2012).

Um dos métodos utilizados como alternativa ao uso de animais € a cultura de tecidos,
células ou organismos inferiores. Estes testes incluem diversos tipos de culturas celulares (pele,
tumores, figado, mama, dentre outros) e sdo capazes de avaliar citotoxicidade de substancias,
mecanismos de agdo celular, genotoxicidade, dentre outros. Atualmente, 0 método mais
utilizado em pesquisa cientifica é a cultura em monocamada ou bidimensional. Contudo, novos
métodos vém surgindo com o intuito de se aproximar mais ainda do que ocorre in vivo. Um
exemplo, é a pele artificial ou equivalente epidérmico/dérmico ou pele humana reconstruida

desenvolvida em cultura tridimensional (PADRON et al., 2000; RIVERA, 2001).
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2.4 Pele humana reconstruida

In vivo, as células que comp&em os tecidos e 6rgaos desenvolvem-se e multiplicam-se
em uma estrutura tridimensional. Com isso, o desenvolvimento de modelos de pele humana
reconstruida in vitro torna-se um importante meio para mimetizar o microambiente de tecidos
vivos. Desde 1970, diversos modelos vém surgindo com uma variedade de aplicacdes. As peles
atualmente disponiveis podem ser categorizadas em trés grupos: aquelas que substituem a
camada epidérmica apenas, aquelas que fornecem um substituto dérmico, e um pequeno nimero
que fornecem ambas (DESHMUKH et al., 2012; KOJIMA et al., 2014; MACNEIL, 2007,

OECD, 2000, 2015).

Os substitutos de pele humana podem ainda ser classificados segundo sua composicao
e estrutura em trés classes: I, Il e Ill. A classe | inclui peles temporarias e com materiais
impermeaveis destinada aos estudos de fungdo barreira contra bactérias e perda de &gua
(Opsite®, Hydrofilm®, Nexfill®, Transcyte®). A classe Il inclui peles simples que mimetizam
somente a epiderme (Epidex®) ou a derme (OASIS Wound Matrix®, Matriderm®, PriMatriz®,
Alloderm®). A classe 111 inclui peles complexas (enxertos de pele, Integra®, Biobrane®, Orcel®,
Apligraft®)) constituidas de uma camada epidérmica de queratindcitos humanos cultivados
sobre uma camada dérmica de fibroblastos embebidos em coldgeno (BALASUBRAMANI;

KUMAR; BABU, 2001; FERREIRA et al., 2011).

Os fibroblastos tém um papel muito importante no desenvolvimento da pele
tridimensional. Eles, estimulam a proliferacdo dos queratindcitos e produzem fatores de
crescimento chaves para inducdo da diferenciacdo epidérmica. Assim, as peles que apresentam
fibroblastos fisiologicamente ativados obtém um microambiente adequado para regeneragédo

epidérmica e morfogénese 6timas (BOEHNKE et al., 2007; GREEN & YAMADA, 2007).
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Um ponto a ser considerado no desenvolvimento de uma pele artificial in vitro, é a
contracdo do colageno na presenca dos fibroblastos em virtude do longo periodo que a pele leva
para ser formada, em torno de 11 dias. A contracdo do colageno depende da quantidade de
fibroblastos e do tempo de cultivo. E decorrente da reorganizacdo do tecido durante sua

formacédo (GRINNELL, 2000).

A células quando cultivadas in vitro, sdo mantidas em meios de cultura ricos em
nutrientes capazes de permitir seu desenvolvimento. Na montagem da pele artificial ndo é
diferente, para que haja a formacdo completa da pele, o meio de cultura é suplementado com
diversos aditivos, incluindo soro fetal bovino, vitaminas, minerais, horménios e fatores de

crescimento como mostrado na Tabela 2 (BOUWSTRA et al., 2008; FRANKART et al., 2012).

Tabela 2 — Fatores de crescimento utilizados como aditivos para formagéo da pele artificial in vitro. Adaptado de

(PEDROSA, 2016).

CLASSIFICACAO SUBSTANCIA

FUNCAO

REFERENCIA

Epidermal Promove mitose, acelera a migragdo dos (HASSKARL, 2006;
growth fator  queratinécitos e sua adesdo aos componentes WOODLEY, WYNN &
(EGF) da membrana e induz contragéo. KEEFE, 1990)

Transformin . A .
g Funcéo similar ao EGF, mas é mitdgeno mais (ABDEL-NASER et al.,
growth fator-a ofente 2005)
(TNF-0) P
Keratinocyte . . . -

. Growth Factor Promove a proliferacdo e diferenciacdo dos (KORIA; ANDREADIS,
PROTE!NAS E queratindcitos 2007)
HORMONIOS (KGF)

. Augxilia no metabolismo lipidico e da glicose, ~ (BAE: PARK; KIM, 2014;
Insulina x N . KEENAN, PEARSON &
captacdo de aminodcidos, sintese de DNA CLYNES, 2006)
Auxilia no transporte de ferro, na reducéo nos (KEENAN, PEARSON &
. niveis toxicos de Espécies Reativas de CLYNES, 2006;
Transferrina - )
Oxigénio que podem ser gerados pelo ferro MAINZER et al, 2014;
proteico ndo-ligado VALl CEL, AN
Hidrocortisona  Promove a proliferacéo dos queratindcitos (TAKAGI et al., 2011)
AMPC OU Toxina
MODIFICADORES colérical Promovem o crescimento e aumentam o (HOLBROOK &
DOS NIVEIS DE tamanho das colonias e induzem diferenciacéo HENNINGS, 1983)
Isoprotenerol
AMPC
Acido Induz a secrec¢do e organizacdo da matriz (AUXENFANS et al.,
VITAMINA Ascérbico extracelular (MEC) do estrato cérneo e 2009; PASONEN-
melhora a funcio barreira da epiderme SEPPANEN et al., 2001)
Soro Fetal Estimula a diferenciacdo de células e
SORO . e o (LAMB; AMBLER, 2013)
Bovino (SFB) estratificagdo
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A aplicacdo de peles humanas reconstruidas é muito diversificada e envolve a area
farmacéutica, quimica, cosmética, toxicoldgica, dentre outras. O Centro Europeu para
Validagéo de Métodos Alternativos aos Testes em Animais (European Centre for the Validation
of Alternative Methods to Animal Testing - ECV AM) aprovou os modelos de pele humana
reconstruida como cientificamente validos e sdo aceitos para prever corrosao da pele, irritacéo
e permeacdo cutanea. Estudos vem sendo realizados e, em breve, serdo validados para prever
genotoxicidade, sensibilizacao cutanea e fototoxicidade da pele a substancias (DESHMUKH et

al., 2012; KOJIMA et al., 2014; OECD, 2015).

Entre os métodos alternativos in vitro validados propostos recentemente, aqueles que
usam pele humana reconstruida constituem uma abordagem promissora para esses tipos de
ensaios, uma vez que, além de mimetizar o local da aplicacdo do produto, permitem a aplicacédo
topica e a avaliacdo de algumas reacdes clinicas. O uso de pele humana reconstruida, permite a
aplicacdo topica de substancias com problemas de solubilidade e estabilidade quimica em
solucdo aquosa, umas das principais limitacbes de muitos métodos in vitro baseados na

utilizacdo de culturas submersas (GIBBS et al., 2013; ROGUETE et al., 2000).

2.5 Necessidade do desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais em

experimentacao utilizando pele humana reconstruida

A substituicdo dos testes em animais tem sustentacéo na politica dos 3R’s, refinamento,
reducdo e substituicdo (do inglés refinement, reduction e replacement), proposto por William
Russel e Rex Bursh em 1959 no livro Principles of Humane Experimental Technique. O termo
refinamento tem sido empregado com o intuito de modificar algum procedimento animal

objetivando diminuir a dor e o estresse animal e, assim, garantir as melhores condic¢des para 0s
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animais. A concepcdo de reducdo visa a utilizador do menor nimero possivel de animais para
obter o mesmo resultado ou maximizacdo da informacdo obtida por animal. Por fim, o termo
substituicdo relaciona-se a utilizacdo de métodos alternativos, como obtencdo de células,
tecidos ou organismos, para estudos in vitro ao inves do sacrificio de animais (BRASIL, 2012;

RUSSELL; BURCH, 1959).

Ratos, camundongos e coelhos estdo entre as espécies animais mais utilizadas para
avaliacdo da toxicidade de medicamentos e cosméticos. As vantagens da utilizacdo desses
animais incluem o pequeno tamanho, manuseio simples e custo relativamente baixo. Contudo,
existem diferencas entre a organizacao estrutural da pele do camundongo, pele murina que mais

se assemelha com a humana, e a humana (BROHEM et al., 2011).

Em comparacdo a pele humana, uma das grandes diferencas da pele murina é a alta
densidade de foliculos pilosos presentes. Além disso, a derme do murino adulto € fina e a
epiderme apresenta apenas 3 camadas, com uma alta taxa de rotatividade, enquanto a derme
humana é bastante espessa e a epiderme geralmente apresenta 6-10 camadas de espessura (como
mostrado na Figura 6). Os melandcitos dos murinos residem proximos aos foliculos pilosos,
enguanto os da pele humana sdo encontrados na membrana basal (BROHEM et al., 2011;

GODIN & TOUITOU, 2007).
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Figura 6 — Microscopia Optica evidenciando as diferencas entre a pele murina e a pele humana. Enquanto a derme
murina € menos espessa € a derme é composta basicamente de trés camadas, a pele humana é mais espessa e a
derme é constituida de 6 a 10 camadas de espessura. Colora¢do Hematoxilina-Eosina. Aumento 60x. Adaptado de
Brohem et al. (2011).
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Em termos funcionais, estudos demonstram que as peles dos murinos ndo sdo capazes
de mimetizar a formacdo dos queloides como em humanos, em vez disso, feridas foram
encontradas na pele animal com auséncia da proliferacdo aumentada de fibroblastos, o que
difere da pele humana com queloides. A funcédo do epitélio também ¢ diferente, a pele do rato
e do camundongo possui menor funcdo barreira a agua e absor¢do percutanea aumentada,
limitando os estudos de farmacos com administracdo topica (GODIN & TOUITOU, 2007;

MENON, 2002).

As culturas em monocamada ou bidimensional apresentam estruturas de sinalizacéo e
adesdo que podem representar estagios exagerados de situacBes dinamicas in vivo.
Consequentemente, as células podem reagir de forma diferente a perturbacdes externas quando
esse modelo é usado como uma ferramenta para testar respostas de farmacos ou uma funcéo
bioldgica. A utilizacdo de microambientes tridimensionais, como € o caso das pele artificiais,
pode poupar tempo e custos a longo prazo ao modelar com mais precisao respostas biologicas

que poderiam ocorrer in vivo (GREEN & YAMADA, 2007).

Estudos demonstram que a matriz extracelular tridimensional e seus receptores podem
promover a polaridade e diferenciacdo epiteliais normais, fenémeno correlacionado com a
natureza tridimensional da pele in vivo em que quase todas as células sdo cercadas por matriz
extracelular. Além disso, as células cultivadas em ambientes tridimensionais (fibroblastos e
gueratindcitos) apresentam morfologias mais proximas do tecido humano in vivo em
comparagdo ao modelo convencional de cultivo em monocamada em estrutura bidimensional,

2D (BIRGERSDOTTER, SANDBERG & ERNBERG, 2005; WITTE & JOHN, 2005).

Em relacdo a avaliacdo da genotoxicidade, estudos de validacdo do teste do microndcleo
em peles reconstruidas estdo sendo realizados. Contudo, como essas peles sdo construidas com

células primarias que proliferam, as condi¢fes de armazenamento durante o transporte podem
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afetar a qualidade dos modelos e a consisténcia dos resultados. Um atraso de um dia, por
exemplo, pode comprometer os modelos e também leva a incapacidade de completar o ensaio
durante uma semana normal de trabalho (AARDEMA et al., 2010; CURREN et al., 2006;

DAHL et al., 2011; MUN et al., 2009).

Poucos sdo os estudos envolvendo o desenvolvimento de modelos de pele humana
reconstruida in vitro utilizando totalmente células de cultura permanente. Além disso, apesar
de existirem diversos modelos de pele artificiais disponiveis comercialmente, eles sdo
protegidos por patente, seus métodos de producao sao secretos e a regulamentacao de alguns
paises pode impedir sua importacdo. No Brasil, por exemplo, a regulamentacdo de importacao
de tecidos vivos € muito rigorosa e impede a disponibilidade e uso desses tecidos visto que
todos possuem um tempo de vida util. Sendo assim, muitas das peles disponiveis
comercialmente sdo caras e inviabiliza sua utilizacdo em laboratorios académicos e privados de

paises em desenvolvimento (REIJNDERS et al., 2015; WEVER et al., 2015).



