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RESUMO

Os modelos de cultura celular tridimensional in vitro estdo cada vez mais conhecidos
e aplicaveis nos laboratérios de pesquisa, devido a sua capacidade de mimetizar as
estruturas semelhantes dos tecidos, em comparagédo aos modelos de cultura celular
bidimensional em monocamada. Na investigacdo do cancer tem se tornado modelos
Uteis para investigar o microambiente tumoral, estagios do cancer e na pesquisa de
novos alvos terapéuticos. Nesse sentido, este estudo visa contribuir com a validagao
de um modelo in vitro de carcinoma in situ para o estudo do microambiente tumoral e
avaliar sua aplicabilidade para pesquisas de novas terapias anticancer. Foram
desenvolvidos dois modelos com linhagem celular de Carcinoma de Células
Escamosas (CCE): CCE-Skin, e CCElnsitu-Skin, sendo este ultimo desenvolvido com
esferoides tumorais acrescidos na pele experimental. Estudos da morfologia foram
utilizados para avaliar a estrutura e presenca das células nos modelos. Para os
estudos de aplicabilidade, a 22-Bhidroxitingenona (22-HTG) foi selecionada quanto
aos aspectos relacionados a citotoxicidade e invaséo celular. Os resultados apontam
gue o modelo HaCat-Skin € um modelo em potencial para estudos de irritagdo e
permeacao em modelo de pele reconstruida in vitro. Os esferoides de carcinoma de
células escamosas foram desenvolvidos com melhor morfologia apés 10 dias de
cultivo utilizando os micromoldes. A 22-Bhidroxitingenona apresentou citotoxicidade
nos modelos sem célula tumoral e com células tumorais, e os modelos permitiram a
determinacao da atividade proteolitica de metaloproteinases de matriz apos os sete
dias de cultivo, bem como, no método de zimografia in situ. Os resultados obtidos sédo
relevantes para o avanco da pesquisa na area da cultura celular tridimensional e
podem contribuir para o desenvolvimento de novas metodologias para estudo do

cancer e novas abordagens terapéuticas.

Palavras-chave: Cultura 3D, esferoides, cancer de pele, pele artificial,

hidroxitingenona.



ABSTRACT

Three-dimensional in vitro cell culture models are becoming increasingly well-known
and applicable in research laboratories due to their ability to mimic tissue-like
structures compared to two-dimensional monolayer cell culture models. In cancer
research, they have become valuable tools for investigating the tumor
microenvironment, cancer stages, and the exploration of new therapeutic targets. In
this regard, this study aims to contribute to the validation of an in vitro carcinoma in
situ model for the study of the tumor microenvironment and to assess its suitability for
anticancer therapy research. Two models were developed using squamous cell
carcinoma cell lines: CCE-Skin and CCEinsitu-Skin, with the latter incorporating tumor
spheroids into the experimental skin. Morphological studies were conducted to
evaluate the structure and presence of cells in the models. For applicability studies,
22-B-hydroxytingenone (22-HTG) was selected based on cytotoxicity and cell invasion
aspects. The results indicate that the HaCat-Skin model shows potential for irritation
and permeation studies in in vitro reconstructed skin models. The squamous cell
carcinoma spheroids exhibited improved morphology after 10 days of culture using
micromolds. 22-B-hydroxytingenone demonstrated cytotoxicity in both models with and
without tumor cells, and the models allowed for the determination of matrix
metalloproteinase proteolytic activity after seven days of culture, as well as through the
in situ zymography method. The obtained results are relevant for advancing research
in the field of three-dimensional cell culture and may contribute to the development of
new methodologies for cancer study and novel therapeutic approaches.

Keywords: 3D culture, spheroids, skin cancer, artificial skin, hidroxitingenone.
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1 INTRODUCAO

Ao longo de séculos, os pesquisadores tém se valido da experimentacdo em
animais para aprimorar seus conhecimentos sobre o funcionamento do corpo humano
e suas habilidades cirdrgicas. No entanto, a utilizacdo de animais na experimentacao,
muitas vezes de forma irracional, gerou um aumento consideravel na quantidade de
animais nos experimentos, trazendo uma crescente necessidade de racionalizar ou
até mesmo substituir essa pratica (HUBRECHT; CARTER, 2019; RIVERA, 2001; VAN
NORMAN, 2019).

Em 1959, os pesquisadores William Russel e Rex Burch lancaram o livro
"Principles of Human Experimental Technique", que marcou o inicio de um movimento
em defesa dos animais utilizados em pesquisas e trouxe a tona discussfes sobre o
uso de animais para avaliacdo de toxicidade. A partir desse movimento, foi
estabelecido o principio dos 3Rs (Reducéo, Refinamento e Substituicdo) para 0 uso
de animais. A reducéo refere-se a obtencdo de informacgdes equivalentes utilizando
um menor numero de animais. O refinamento busca aliviar ou minimizar a dor, o
sofrimento ou o estresse dos animais durante os procedimentos. J& a substituicdo
preconiza a realizacdo de determinados objetivos sem o0 uso de animais vertebrados
vivos (HUBRECHT; CARTER, 2019; RUSSELL; BURCH, 1959).

Os métodos alternativos podem ser definidos como qualquer abordagem que
substitua, reduza ou aprimore o0 uso de animais em pesquisas biomédicas, testes ou
ensino. Essas alternativas buscam fornecer informacdes valiosas sem a necessidade
de recorrer a animais vivos, contribuindo para a ética na pesquisa cientifica e o bem-

estar animal (BRASIL, 2022a; DOKE; DHAWALE, 2015).
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Os modelos de pele utilizando cultura celular tridimensional representam um
grande avan¢go como métodos alternativos ao uso de animais na experimentacao
(MANUSCRIPT, 2012). Nesse contexto, a utilizacdo de métodos alternativos eficazes
para ensaios in vitro de seguranca sdo necessarios para refinar, reduzir e substituir
modelos com animais e melhorar o cenario da pesquisa e desenvolvimento no Brasil.
Tais modelos podem facilitar o estudo dos aspectos mecanicistas dos processos da
doenca que estdo envolvidos na transformacdo maligna, invasdo precoce e
crescimento tumoral, além de facilitar a fase final de testes in vitro de novos
tratamentos, testes diagndsticos e sistemas de administracéo de farmacos (BRESLIN;
O’DRISCOLL, 2013; COLLEY et al., 2011; DOKE; DHAWALE, 2015; ZANONI et al.,
2019).

O cancer é considerado um grupo de doencas caracterizado pela alteracdo no
padrédo de proliferacdo celular, em que o niumero de células aumenta além de suas
taxas normais, podendo atingir outros tecidos e 6rgaos, processo conhecido como
metastase (OMS, 2020). O cancer € responsavel pela morte prematura em 134 de
183 paises no mundo, incluindo o Brasil, e as estimativas apontam que em 2040 a
incidéncia atinja a marca de aproximadamente 29,5 milhées de novos casos (FERLAY
et al., 2019; OMS, 2020).

O carcinoma de células escamosas (CCE) é um dos tipos de cancer de pele
ndo melanoma mais prevalentes em todo o mundo e se origina nas células que
compdem o tecido epitelial, os queratindcitos (BRENER et al., 2007). As células
tumorais se originam em decorréncia de alteracfes nos queratinécitos e o estudo de
como ocorrem essas alteracdes nas funcdes bioldgicas da pele, ou mesmo avaliacao
da presenca e magnitude das mesmas, frente a xenobidticos é critico no

desenvolvimento de produtos eficazes para o tratamento do cancer e entendimento
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do microambiente tumoral (MAAS-SZABOWSKI; STARKER; FUSENIG, 2003;
REIINDERS et al., 2015).

A natureza oferece uma vasta gama de substancias quimicas com estruturas
complexas e propriedades Unicas. Essa diversidade quimica pode fornecer compostos
com potencial terapéutico para combater o cancer de varias maneiras, seja inibindo o
crescimento de células cancerigenas, induzindo a apoptose (morte celular
programada) ou inibindo a angiogénese (formacédo de novos vasos sanguineos para
o tumor). Muitos medicamentos atualmente utilizados no tratamento do cancer tém
origem natural ou foram desenvolvidos a partir de compostos naturais. A vincristina e
a vimblastina, por exemplo, séo alcaloides isolados da planta Catharanthus roseus e
sdo amplamente utilizados no tratamento de diferentes tipos de cancer (MAJOLO et
al., 2019; PADMAA PAARAKH et al., 2019).

As substancias naturais muitas vezes contém uma variedade de compostos
ativos que podem agir sinergicamente ou complementarmente no combate ao cancer.
A combinacdo de diferentes substancias naturais ou sua combinacdo com terapias
convencionais pode levar a abordagens terapéuticas mais eficazes e reduzir a
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos. E importante
ressaltar que embora as substancias de origem natural tenham demonstrado potencial
no tratamento do cancer, ainda € necessario um rigoroso processo de pesquisa,
incluindo estudos nédo clinicos e clinicos, para avaliar sua eficacia, seguranca e
mecanismos de acdo antes que possam ser amplamente utilizadas como
medicamentos (MAJOLO et al., 2019; TRENDOWSKI, 2015).

O tratamento convencional para o carcinoma de células escamosas consiste
na combinagcdo de procedimento cirurgico, radioterapia e quimioterapia (SHIMIZU et

al.,, 2011). No entanto, além de elevado custo econémico, a quimioradioterapia
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promove um aumento da toxicidade e a excisao cirurgica, quando indicada, acarreta
muitas vezes em mutilacdes, que por ser um cancer de alta prevaléncia se torna um
problema de salde publica (AASI & HONG, 2023; BRAUCHLE et al., 2013; BRENER
et al.,, 2007). Com isso, a busca de novas estratégias para o entendimento e
tratamento do carcinoma de células escamosas é uma necessidade constante, sendo
os modelos de cultivo celular tridimensional, como as peles humanas reconstruidas,
uma das estratégias promissoras (MANUSCRIPT, 2012; SHIMIZU et al., 2011).
Diante do exposto, considerando a necessidade de estudos de aplicacdo dos
modelos de pele humana reconstruida in vitro e a constante busca por métodos
alternativos ao uso de animais em experimentacéo validados para compreensao do
microambiente tumoral e desenvolvimento do cancer de forma mais fidedigna ao que
ocorre in vivo, bem como, contribuir com a pesquisa de novos farmacos, com origem
natural, para o tratamento do carcinoma de células escamosas, pretende-se
estabelecer nesse trabalho um modelo de carcinoma de células escamosas in vitro
para ser utilizado na pesquisa e desenvolvimento do microambiente tumoral e de

produtos promissores com atividade bioldgica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Métodos alternativos ao uso de animais em experimentagcao: marcos

historicos e aspectos legais

A toxicidade de uma substancia a um organismo vivo pode ser definida como a
capacidade que ela apresenta de causar dano grave ou morte, mas para que este
dano ocorra é indispensavel a interacdo do agente com o0 organismo (OGA;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). Para avaliar ndo s6 a seguranca, mas também a
eficacia de novos produtos farmacéuticos, ensaios in vivo utilizando animais sao
indispensaveis para detectar tais desfechos, mas devem ser racionalizados
respeitando todos o0s aspectos éticos da experimentacdo com animais (CHORILLI;
SCARPA, 2007; PFUHLER et al., 2010; VAN NORMAN, 2019).

Os estudos nao-clinicos da pesquisa e desenvolvimento de medicamentos
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 (VAN NORMAN, 2020). Os estudos n&ao-clinicos propostos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (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 avaliacdo da seguranca farmacologica e toxicocinética (ANVISA,
2013).

O Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) é

responsavel por regular e supervisionar a utilizagdo de animais em atividades de
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ensino e pesquisa cientifica no Brasil. Em 2016, o CONCEA publicou a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo 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 experimentacao
(CONCEA, 2016). Em 2023, publicou o Guia brasileiro de produc¢do, manutencéo ou
utilizacdo de animais em atividades de ensino ou pesquisa cientifica, com o intuito
trazer orientacdes e reflexdo critica ao uso de animais na experimentacéo (BRASIL,
2023).

No Brasil, a responsabilidade de monitorar e avaliar a introducdo dos testes
alternativos que substituam os animais em atividade de ensino e pesquisa € do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). A fim de
refinar, reduzir e/ou substituir modelos com animais e melhorar o cenario da pesquisa
e desenvolvimento de produtos no Brasil, uma série de métodos alternativos foram e
estdo sendo desenvolvidos para atividades de ensino e pesquisa (HUBRECHT;
CARTER, 2019).

O CONCEA, reconhece mais de 30 métodos alternativos ao uso de animais na
experimentacdo que podem ser utilizados em ensaios de desenvolvimento de
produtos no Brasil, incluindo testes para avaliacdo da irritacdo e corrosdo da pele e
ocular, fototoxicidade, absor¢cao cutanea, toxicidade aguda, genotoxicidade (BRASIL,
2014), toxicidade reprodutiva, avaliacdo da contaminacdo pirogénica em produtos
injetaveis (BRASIL, 2016, 2019), sensibilizacdo dérmica, avaliacdo de efeitos
estrogénicos, endocrinos e androgénicos, dentre outros (BRASIL, 2022b).

A Resolucdo N° 58, de 24 de fevereiro de 2023, do CONCEA, proibe no Brasil
0 uso de animais (exceto seres humanos) em pesquisa cientifica e no

desenvolvimento e controle de qualidade de produtos de higiene pessoal, cosméticos
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e perfumes, que ja utilizam em suas formulacdes componentes com seguranca e
eficacia certificada. Através dessa resolucdo, a obrigatoriedade pela utilizacdo de
métodos alternativos reconhecidos pelos CONCEA ¢ exigida no Brasil, se tornando
um importante passo no avanco das pesquisas cientificas com este foco (BRASIL,
2023).

Com o intuito de auxiliar e incentivar os pesquisadores e instituicbes a
desenvolverem e validarem os ensaios alternativos, o Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovacao (MCTI) estabeleceu a Rede Nacional de Métodos Alternativos
(RENAMA) através da Portaria N° 491, de 03 de julho de 2012. A criacdo da rede tem
por objetivo: estimular a implantacdo dos ensaios alternativos, monitorar
periodicamente os laboratérios, promover a qualidade dos testes, incentivar a
implementacéo do sistema de qualidade e das boas praticas de laboratério e contribuir
para o desenvolvimento, validacédo e certificacdo de novos métodos alternativos ao
uso de animais em experimentacao (MCTI, 2012).

Os métodos alternativos reconhecidos séo validados por centros internacionais
de validacdo conforme diretrizes da Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdémico e destinam-se a substituicdo total, parcial ou reducéo do
uso de animais, sendo a abrangéncia de cada método respeitada conforme
especificacbes (HUBRECHT; CARTER, 2019; OECD, 2015). De acordo com a
Resolucdo Normativa CONCEA N° 54/2022, que dispde sobre o reconhecimento no
Pais de métodos alternativos validados ao uso de animais que tenham por finalidade
a substituicdo, a reducao ou o refinamento do uso de animais em atividades de ensino
e pesquisa, foi estipulado o prazo de até 5 (cinco) anos para a observancia dos
referidos métodos reconhecidos pelo CONCEA, a contar da publicacdo da respectiva

Resolucdo Normativa (BRASIL, 2022a).
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Um dos métodos utilizados como alternativa ao uso de animais é 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 acédo celular, genotoxicidade,
dentre outros (DOKE; DHAWALE, 2015). 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 (LOW et al., 2020; OH et al., 2013; PADRON et al., 2000;

RIVERA, 2001).

2.2 Modelos tridimensionais de cultura celular

In vivo, as células que compdem os tecidos e 6rgdos desenvolvem-se e
multiplicam-se em uma estrutura tridimensional e para mimemetizar esse ambiente na
experimentacdo, as células sédo cultivadas em arcaboucos in vitro contendo uma
matriz extracelular de desenvolvimento, como de hidrogel, matrigel, colageno tipo |,
esferas, explantes organotipicos, dentre outros modelos, que permitem uma analise
celular tridimensional (GODUGU et al., 2013; HENSLER et al., 2019; LIM et al., 2011,
PAGEON et al., 2014).

As culturas em monocamada ou bidimensional apresentam estruturas de
sinalizacdo e adesdo que podem representar estagios exagerados de situacbes
dindmicas in vivo, uma vez que nao conseguem refletir o complexo comportamento
celular com a matriz extracelular em ambiente tridimensional, como os modelos 3D de
cultivo celular (BATTISTA et al.,, 2005; PAGE; FLOOD; REYNAUD, 2013).

Consequentemente, as células podem reagir de forma diferente a perturbactes
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externas quando esse modelo € usado como uma ferramenta para testar respostas
de farmacos ou uma funcgéo bioldgica (BAGHBAN et al., 2020; NIERO et al., 2014).

O desenvolvimento de modelos de pele humana reconstruida in vitro torna-se
um importante meio para mimetizar o microambiente de tecidos vivos em um ambiente
tridimensional. Esses modelos de pele in vitro sdo criados usando técnicas de
engenharia de tecidos, nas quais células humanas séo cultivadas em estruturas que
imitam a arquitetura e as propriedades da pele natural. Desde 1970, diversos modelos
vém surgindo com uma variedade de aplicacbes (DESHMUKH et al., 2012; KOJIMA
et al., 2014; LOW et al., 2020; MACNEIL, 2007; OECD, 2000).

Os modelos de pele in vitro tém varias aplicacdes na pesquisa cientifica e no
desenvolvimento de produtos. Eles podem ser usados para estudar processos de
cicatrizacdo de feridas, toxicologia cuténea, desenvolvimento de medicamentos
dermatoldgicos, testes de cosméticos e avaliacdo de produtos de cuidados com a
pele, além de permitir uma alternativa ética aos testes em animais (ABDEL-NASER et
al., 2005; FILAIRE et al., 2022; RIVERA, 2001; ROGUETE et al., 2000).

A aplicacéo de peles humanas reconstruidas é muito diversificada e envolve a
area farmacéutica, quimica, cosmética, toxicolégica, dentre outras. O Centro Europeu
para Validacao 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 sao aceitos para prever
corrosdo da pele, irritacdo e permeacdo cutanea. Estudos promissores vem sendo
realizados para prever genotoxicidade, sensibilizacdo cutanea e fototoxicidade da pele
experimental a substancias (DAHL et al., 2011; KOJIMA et al., 2014; WEVER et al.,

2015).
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Além disso, os modelos de pele reconstruida in vitro também podem incorporar
diferentes tipos de células encontradas na pele, como queratindcitos (células
epiteliais), fibroblastos (células produtoras de colageno) e células imunoldgicas, para
reproduzir de forma mais precisa a complexidade da pele natural (GABBOTT; SUN,
2018; GANGATIRKAR et al., 2007; MAAS-SZABOWSKI; STARKER; FUSENIG, 2003;
MARTIN; VULIN; HENDRY, 2016).

No entanto, é importante destacar que, embora os modelos de pele humana
reconstruida in vitro possam fornecer informacOes valiosas, eles ainda nao
conseguem reproduzir completamente a complexidade e a funcionalidade da pele
humana. A pesquisa continua nessa area é necessaria para aprimorar esses modelos
e torna-los cada vez mais semelhantes a pele natural (BOELSMA et al., 2000; CANDI;
SCHMIDT; MELINO, 2005; HENSLER et al., 2019; NATH; DEVI, 2016).

Entre os métodos alternativos in vitro validados propostos recentemente,
agueles que usam pele humana reconstruida constituem uma abordagem promissora
para esses tipos de ensaios, uma vez que, além de mimetizar o local da aplicacéo do
produto, permitem a aplicacdo topica e a avaliagcdo de algumas reacdes clinicas. O
uso de pele humana reconstruida, permite a aplicacdo tépica de substancias com
problemas de solubilidade e estabilidade quimica em solucdo aquosa, umas das
principais limitacdes de muitos métodos in vitro baseados na utilizacdo de culturas
submersas (GIBBS et al., 2013; REIJNDERS et al., 2015; ROGUETE et al., 2000).

Os modelos de pele utilizando cultura celular tridimensional ja séo reconhecidos
internacionalmente para ensaios in vitro e representam um grande avango como
métodos alternativos ao uso de animais na experimentacdo (OECD, 2015). Este
método envolve a cultura de queratinécitos numa interface ar-liquido em uma matriz

de coladgeno tipo | contendo fibroblastos. As interacdes entre 0 mesénquima e o
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epitélio sdo essenciais para o desenvolvimento e manutengcdo normal do epitélio.
Portanto, ndo é surpreendente que o microambiente estromal seja conhecido por
desempenhar um papel significativo na invasdo e progressao tumoral (ANDERSON,;
SIMON, 2020; MARSH et al., 2011; MUELLER; FUSENIG, 2004).

Nesse contexto, a utilizacdo de métodos alternativos eficazes para ensaios in
vitro de seguranca sdo necessarios para refinar, reduzir e substituir modelos com
animais e melhorar o cenario da pesquisa e desenvolvimento no Brasil. Tais modelos
podem facilitar o estudo dos aspectos mecanicistas dos processos da doenca que
estdo envolvidos na transformacdo maligna, invasao precoce e crescimento tumoral,
além de facilitar a fase final de testes in vitro de novos tratamentos, testes diagndsticos
e sistemas de administracao de farmacos (BALASUBRAMANI; KUMAR; BABU, 2001,

COLLEY et al., 2011; LOW et al., 2020; NIEHUES et al., 2018).

2.3 Carcinoma de células escamosas e métodos alternativos ao uso de animais

na experimentagao

O cancer se desenvolve a partir de alteracbes nas células normais que
adquirem uma sucessao de caracteristicas responsaveis pela modificacdo da via de
sinalizagdo celular para proliferacéo, inativacdo de genes supressores de tumor,
escape da defesa imunoldgica, instabilidade gendmica e mutacao, desregulacao do
metabolismo, dentre outras modificagbes que as tornam neoplésicas e malignas
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; NEHAL; BICHAKJIAN, 2018).

Quando as altera¢cBes para a tumorigénese sao originadas de queratindcitos

epiteliais, dois subtipos de cancer podem ser identificados: o carcinoma de células
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basais e o carcinoma de células escamosas (YANOFSKY; MERCER; PHELPS, 2011).
Ambos séo tradicionalmente referidos como cancer de pele ndo melanoma, mas esse
termo € mais abrangente, pois engloba outros tipos de canceres que néo estdo
correlacionados especificamente com queratindcitos, como carcinoma de células de
Merkel, carcinoma Anexial, dermatofibrossarcoma protuberante (KARIMKHANI et al.,
2015; NEHAL; BICHAKJIAN, 2018).

O carcinoma de células escamosas se diferencia do carcinoma de células
basais quanto a localizacdo de origem epitelial, uma vez que se origina nas ceélulas
escamosas, que sdo células planas e finas que compfem a epiderme da pele.
Também pode se desenvolver em outras areas onde as células escamosas estéo
presentes, como na mucosa oral, esdfago, pulmdes e genitais. O carcinoma de células
basais se origina nas células basais da epiderme da pele, que sdo células localizadas
na camada mais profunda da epiderme. Esse tipo de cancer é mais comumente
encontrado na pele exposta ao sol, como o rosto, o pescoco e as orelhas (DONOVAN,
2009; OWENS; WATT, 2003).

O carcinoma de células escamosas € o0 segundo tipo de cancer de pele nao
melanoma mais comum no mundo, representando 20% de todos os canceres de pele
(QUE; ZWALD; SCHMULTS, 2018). Como acomete os queratindcitos da epiderme,
podem ocorrer em todas as partes do corpo, incluindo mucosas e genitais, embora se
desenvolvam mais nas areas que sao expostas ao sol, como rosto, couro cabeludo,
pescoco, bracos, pernas (CHAMOLI et al.,, 2021; NEHAL; BICHAKJIAN, 2018;
WALDMAN; SCHMULTS, 2019).

Em 2020, as estimativas do Global Cancer Observatory (Globocan), elaboradas
pela International Agency for Research on Cancer (larc) apontam que ocorreram 19,3

milhdes de casos novos de cancer e 18,1 milhdes de cancer de pele ndo melanoma.
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Indicando que um em cada cinco individuos terdo cancer durante sua vida (FERLAY
et al., 2019; SUNG et al., 2021). No Brasil, as estimativas apontam 101.920 mil casos
de cancer de pele ndo melanoma em homens e 118.570 mil casos em mulheres em
2023, sendo as regides sul, centro-oeste e sudeste mais incidentes para homens,
seguido das regides nordeste e norte (Figura 01). Para as mulheres, o cancer de pele

ndo melanoma é o mais incidente em todas as regifes brasileiras (BRASIL, 2022c).

Localizagdo Localizagdo

priméria Casos % Homens Mulheres priméria Casos %
Pele nao 101920 2986 Pele nao 118.570 16,84
melanoma melanoma

Prostata 71.730 21,01 f“giqni"n?na 73.610 10,45
Codlon e Reto 21.970 6,44 Cédlon e Reto 23.660 3,36
Traqueia,

Brénquio e 18.020 5,28 Colo do atero 17.010 2,42
Pulmao

TOTAL DE TOTAL DE

NEOPLASIAS 341.350 NEOPLASIAS 704.080

Figura 1 - Distribuicao proporcional dos principais tipos de caAncer mais incidentes estimados para 2023
por género para o Brasil. Adaptada de:(BRASIL, 2022c)

Os fatores de risco mais significantes para o desenvolvimento do carcinoma de
células escamosas incluem a exposicdo ao sol, idade acima de 60 anos, pele clara e
imunossupressao (QUE; ZWALD; SCHMULTS, 2018; WALDMAN; SCHMULTS,
2019). Apesar de ser mais comum em pessoas de pele clara, também acomete
pacientes negros, mas devido ao diagndstico tardio e a ocorréncia de carcinoma de
células escamosas em locais de trauma anterior ou cicatriz, carrega um pior
prognéstico e taxa de mortalidade de 18% nesses pacientes (JACKSON, 2010).

Clinicamente os carcinomas de células escamosas sao frequentemente lesdes

superficiais, discretas com base endurecida, margens arredondadas e elevadas, com
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alteracdes tipicas de descamacéo, ulceracdo profunda e crostas (ALAM; RATNER,
2001). A queratose actinica é o principal precursor do carcinoma de células
escamosas, tipicamente de 2 a 6 mm de diametro, mais facilmente detectadas,
podendo ser da mesma cor da pele, rosa ou marrom. As taxas de progresséo para
carcinoma de células escamosas variam de 0,025% a 20%, dependendo do nimero
de lesdes e o tempo (GLOGAU, 2000; WALDMAN; SCHMULTS, 2019).

O diagnéstico do carcinoma de células escamosas € feito por bidpsia da lesao
de pele profunda para permitir a analise da profundidade da leséo e identificar invaséao,
diferenciagcdo e comunicacdo com a camada epidérmica (ALAM et al., 2018). Os
achados histopatologicos e clinicos recomendados para serem reportados inclui
localizacéo e diametro do tumor, diminuicdo da diferenciacdo celular, presenca de
subtipos histologicos agressivos, mensuracdo da invasdo em milimetros com
classificacdo do nivel de invaséo, presenca de invasdo perineural, avaliacdo das
caracteristicas de alto risco e o estagio TMN (tumor, nédulo e metastase), além da
presenca de inflamacéao, filamentos infiltrativos, células Unicas ou pequenos conjuntos
de tumores (ALAM et al., 2018; ALAM; RATNER, 2001; WESTERS-ATTEMA et al.,
2015; YANOFSKY; MERCER; PHELPS, 2011).

O tratamento do carcinoma de células escamosas so é realizado mediamente
comprovacao da presenca de fatores de risco e alteracdes clinicas e histopatolégicas
evidentes, sendo a excisdo cirtrgica o mais recomendado (KEOHANE et al., 2021;
NEHAL; BICHAKJIAN, 2018). Para os pacientes que ndo tém indicacdo para cirurgia,
a terapia topica com imiquimod e fluorouracil € uma alternativa e a radioterapia pode
ser utilizada como terapia primaria ou adjuvante da exciséo cirargica. Em pacientes

com carcinoma metastatico, cetuximab associado com antineoplasicos contendo
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platina tém sido alternativas para quimioterapia reconhecida internacionalmente
(ALAM et al., 2018; MIGDEN et al., 2018).

Como € um dos canceres mais frequentes no Brasil e no mundo, embora tenha
uma baixa letalidade, o grande numero de casos e possiveis mutilacbes em
decorréncia da excisao cirlrgica o tornam um problema importante de saude publica
no pais, o que reforca a necessidade de novos estudos que avaliem de forma mais
fidedigna o microambiente tumoral e sua progressdo (BRAUCHLE et al., 2013; INCA,
2020; LIM et al., 2011; OMS, 2020).

O desenvolvimento de novas terapias que possam driblar as adversidades do
microambiente tumoral € um desafio para as pesquisas e, apesar do numero de
candidatos a agentes antitumorais crescendo a cada ano, o desenvolvimento de
modelos in vitro, representativos de um microambiente tumoral, ndo acompanha este
crescimento, impedindo ou retardando o processo de triagem de testes para novos
farmacos (BRESLIN; O'DRISCOLL, 2013; ZANONI et al., 2019).

Atualmente, os modelos in vitro utilizados para estudar o microambiente
tumoral geralmente apresentam limitacdes. As culturas de células de cancer em
monocamadas simples ou em culturas 3D com uma unica linhagem celular néo
conseguem recapitular totalmente a complexidade do ambiente tumoral in vivo (LOW
et al., 2020; VAN NORMAN, 2020; YU et al., 2019).

No entanto, pesquisadores estdo trabalhando para desenvolver modelos in vitro
mais representativos do microambiente tumoral. Uma abordagem promissora € 0 uso
de co-culturas, nas quais diferentes tipos de células tumorais e células estromais sao
cultivadas juntas para criar um ambiente mais préximo da realidade. Além disso, a

incorporagcéo de componentes da matriz extracelular e a utilizacdo de sistemas de
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orgaos em chip também estdo sendo exploradas para melhorar a representatividade
dos modelos in vitro (LOW et al., 2020; NIEHUES et al., 2018).

Esses avancos na modelagem do microambiente tumoral in vitro tém o
potencial de acelerar o processo de triagem de farmacos, permitindo testes mais
rapidos e eficientes de novos candidatos a agentes antitumorais. No entanto, € um
campo complexo e desafiador, e ainda ha muito trabalho a ser feito para desenvolver
modelos in vitro que sejam verdadeiramente representativos do microambiente
tumoral humano e possam prever com precisdo a eficacia de novas terapias

(BRESLIN; O'DRISCOLL, 2013; YU et al., 2019).

2.4 Pesquisa de novos farmacos a partir de fontes naturais

A pesquisa de novos farmacos a partir de fontes naturais tem sido uma area de
grande interesse para muitos pesquisadores ao longo dos anos. Embora seja verdade
gue nem todos 0s compostos naturais possam ser diretamente utilizados como novas
drogas, eles ainda desempenham um papel crucial na descoberta e desenvolvimento
de medicamentos. Os produtos naturais sdo substancias quimicas encontradas em
organismos vivos, como plantas, animais e microrganismos. Ao longo dos anos tém
contribuido com uma longa histéria de uso na medicina tradicional, sendo utilizados
para tratar uma variedade de doencas(CRAGG; NEWMAN, 2001; NEWMAN;
CRAGG, 2020; SHEN, 2015).

Uma das principais razbes pelas quais as pesquisas se concentram em
produtos naturais € a sua grande diversidade quimica. A natureza produz uma ampla

gama de compostos bioativos, muitos dos quais possuem propriedades medicinais.
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Esses compostos podem ter estruturas complexas e Unicas, 0 que os torna uma fonte
valiosa de moléculas para a descoberta de medicamentos. Além disso, os produtos
naturais frequentemente exibem uma ampla gama de atividades biolégicas, como
atividade antibacteriana, antifingica, antiviral, anticancer, anti-inflamatéria e muitas
outras. Essas atividades bioldgicas tornam os produtos naturais alvos promissores
para o desenvolvimento de novos medicamentos, uma vez que podem ter efeitos
terapéuticos especificos e mecanismos de acdo Unicos (BERNARDINI et al., 2018;
SHEN, 2015).

E importante ressaltar que nem todos 0s compostos naturais sdo adequados
para se tornarem medicamentos diretamente. Alguns podem apresentar desafios,
como baixa solubilidade, toxicidade ou instabilidade, que precisam ser superados para
desenvolver uma forma farmacéutica adequada. No entanto, mesmo que um
composto natural ndo seja adequado como uma droga em sua forma original, ele
ainda pode servir como um ponto de partida valioso para a sintese de analogos ou
para o desenvolvimento de compostos derivados mais potentes e seguros (NEWMAN;
CRAGG, 2020; PODURI, 2021).

A cisplatina é um exemplo de um farmaco amplamente utilizado que é derivado
de um produto natural. Ela € um agente quimioterapico utilizado no tratamento do
cancer, especialmente no tratamento de tumores sélidos, como o0s canceres de
testiculo, ovario, bexiga e pulmao. Foi originalmente isolada a partir do mineral
complexo chamado cooperita, que é composto principalmente por sulfetos de platina.
A descoberta da atividade anticancerigena da cisplatina foi feita acidentalmente na
década de 60, em 1965, quando cientistas observaram que o composto inibia o
crescimento de células de cancer em cultura (ALDOSSARY, 2019; FUERTES et al.,

2003; LOEHRER, 1984).
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Figura 2 — Estrutura quimica da cisplatina.

A cisplatina é um agente de ligacdo ao DNA que forma ligagBes covalentes
entre as cadeias de DNA dentro das células cancerigenas, especialmente com as
bases de adenina (A) e guanina (G), impedindo sua replicacdo e levando a morte
celular. Seu mecanismo de acéo baseia-se na capacidade de interferir no processo
de divisdo celular e, assim, inibir o crescimento e a disseminacdo do cancer. A
formacéo de ligacdes covalentes entre a cisplatina e o DNA impede que as duas fitas
de DNA se separem adequadamente durante a replicacao celular, que é um processo
necessario para a divisdo celular. I1sso cria estruturas de DNA anormais conhecidas
como adutos de cisplatina, que ativam uma série de vias de sinalizacao celular que
levam a ativacdo de proteinas envolvidas na resposta ao dano ao DNA. A ativagao
dessas vias de sinalizagéo leva a uma parada no ciclo celular e a inducado da morte
celular programada, conhecida como apoptose. As células tumorais danificadas pela
cisplatina ndo podem mais se dividir e se reproduzir, 0 que limita o crescimento do
tumor (ALDOSSARY, 2019; LOEHRER, 1984).

Embora a cisplatina seja um farmaco eficaz, seu uso esta associado a efeitos
colaterais significativos, como nefrotoxicidade (toxicidade renal), ototoxicidade
(toxicidade auditiva) e neurotoxicidade. Portanto, pesquisadores tém se dedicado a

buscar novos compostos derivados de produtos naturais ou sintéticos que possam
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apresentar atividade anticancerigena sem esses efeitos colaterais indesejados
(ALDOSSARY, 2019; FUERTES et al., 2003).

O género Salacia possui uma importancia significativa tanto do ponto de vista
guimico quanto biolégico, pois é considerado uma fonte de compostos ativos com
acdo em diferentes processos patolégicos humanos. Muitos dos efeitos bioldgicos ja
identificados para espécies de Salacia estao relacionados a presenca de triterpenos
guinonametideo. Entre os triterpenos quinonametideo presentes em Salacia,
destacam-se aqueles com atividade antidiabética, antioxidante (SAHAYAM;
BRINDHA P; LOGAMANIAN M, 2014; STOHS; RAY, 2015). Além disso, também foi
identificada a atividade citotdxica contra células tumorais (ARANHA, 2020; ARANHA
et al., 2020, 2021; MUSINI; RAO; GIRI, 2015; RODRIGUES et al., 2019)

Esses achados evidenciam o potencial terapéutico dos compostos encontrados
em espécies de Salacia e estimulam a investigacdo e o desenvolvimento de novos
medicamentos baseados nesses compostos. A atividade citotdéxica contra células
tumorais também abre caminho para a investigacdo de possiveis aplicacdes no
desenvolvimento de terapias contra o cancer (DA SILVA et al., 2016; MUSINI; RAO;
GIRI, 2015; RODRIGUES et al., 2019).

Estudos relatam a atividade citotoxica do extrato e da fracdo de S. impressifolia
contra diferentes linhagens celulares (RODRIGUES et al., 2019). Os pesquisadores
demonstraram o potencial anticancer in vitro e in vivo e observaram a presenca de
triterpenoides quinonametideos, especialmente os compostos tingenona e 223-
hidroxitingenona (22-HTG). A 22-HTG (Figura 2) € um triterpeno quinonemetideo
isolado da Salacia impressifolia (Miers) AC Smith (DA SILVA et al., 2016) encontrada

na regido amazoOnica com atividade citotéxica frente a varios tipos de células de
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cancer, incluindo leucemia e melanoma, reduzindo a proliferacdo celular, migracéo e

invasado (ARANHA et al., 2020, 2021; RODRIGUES et al., 2021).

Figura 3 — Estrutura quimica da 22(3-hidroxitingenona.

2.5 Microambiente tumoral

O microambiente tumoral é constituido de células tumorais em proliferagéo que
se desenvolvem no tecido, juntamente com estroma tumoral, vasos sanguineos,
células inflamatorias infiltrantes e uma variedade de moléculas e células associadas
(Figura 2). Esse ambiente é Unico, pois surge em curso com a progressao do tumor e
a interacdo com o hospedeiro, sendo moldado e dominado pelo tumor uma vez que
coordena o0s eventos moleculares e celulares que ocorrem nesse ambiente
(BAGHBAN et al., 2020; HANAHAN; WEINBERG, 2011; MAMAN; WITZ, 2018;
WHITESIDE, 2008).

Como mostrado na figura 4, o epitélio normal da pele € constituido
principalmente de queratindcitos bem diferenciados compondo as camadas da
epiderme, membrana basal e o compartimento dérmico (estroma). Durante a transi¢ao
para displasia pré-maligna, a diferenciacdo das células epidérmicas é perturbada

resultando em um epitélio hiperplasico e a progressdo para um carcinoma resulta em
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aumento da proliferagdo celular juntamente com um estroma tumoral ativado. Com a
progressdo do tumor, ele deixa de ser localizado (carcinoma in situ) e as células
tendem a se infiltrar nos tecidos e atingir 0s vasos sanguineos originando a metastase

(MUELLER; FUSENIG, 2004; NEHAL; BICHAKJIAN, 2018)

EPITELIO NORMAL mmmmm)  DISPLASIA PRE-MALIGNA  memmmp CARCINOMA IN SITU — METASTASE
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Figura 4 - Estagios de desenvolvimento tumoral e sua correlagdo com o microambiente tumoral.
Durante a transicdo para displasia pré-maligna o epitélio torna-se hiperplasico e a progresséo para um
carcinoma resulta em aumento da proliferacdo celular juntamente com um estroma tumoral ativado, 0s
componentes da matriz sdo degradados, fibroblastos se diferenciam resultando na expressao de
fatores de crescimento, componentes da matriz e proteases degradantes. Com a progresséo do tumor,
as células tendem a se infiltrar nos tecidos originando a metastase. Adaptado de:(MUELLER; FUSENIG,

2004).

Os fibroblastos e a matriz celular formam o arcabouco que sustenta a expansao
do tumoral e contribuem para o estabelecimento da resposta inflamatoéria que nutre o
tumor e promove 0 crescimento, isquemia, resposta de defesa e aumento do
suprimento sanguineo séo alteracbes do microambiente que influenciam diretamente
na progressao do tumor (GREEN; YAMADA, 2007; MAMAN; WITZ, 2018; WONG;
MCGRATH; NAVSARIA, 2007). O escape dos mecanismos de defesa do hospedeiro

também auxilia na progressao do tumor, uma vez que as células tumorais conseguem
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regular negativamente ou suprimir a imunidade inata e adaptativa (ALLER et al., 2004;
MAMAN; WITZ, 2018; WHITESIDE, 2008).

Os fibroblastos constituem o estroma tumoral e sua associagdo com o cancer
envolve fungdes pré-malignas, fatores de crescimento, proteases e proteinas da
matriz extracelular sdo seletivamente expressadas e secretadas por essas células a
fim de auxiliar na progressao de células tumorais adjacentes (GREEN; YAMADA,
2007; MAMAN; WITZ, 2018; WITTE; JOHN, 2005).

As células tumorais formam um microambiente totalmente interligado com o
tecido e capaz de dar suporte ao crescimento do tumor, produzindo fatores de
crescimento moduladores do estroma, como fator de crescimento de fibroblastos (do
inglés Fibroblast Growth Fator, FGF), membros da familia do fator de crescimento
endotelial vascular (do inglés Vascular Endothelial Growth Fator, VEGF), ligantes do
receptor do fator de crescimento epidérmico (do inglés epidermal growth factor
receptor, EGFR), interleucinas, fatores estimuladores de colbnia, fator de crescimento
transformador -B (do inglés Transforming Growth Factor-B, TGFB) e outros (MAAS-
SZABOWSKI; STARKER; FUSENIG, 2003; MUELLER; FUSENIG, 2004;
TOWNSEND et al., 2017).

Compreender a interacdo das células tumorais com o0 microambiente em que
elas se desenvolvem pode ser usado para estudar estratégias terapéuticas eficazes
para prever e neutralizar taticas de sobrevivéncia e progressdo implantadas pelas
células tumorais (BAGHBAN et al., 2020). Com isso, a utilizacdo de modelos que
mimetizem o microambiente tumoral pode poupar tempo e custos ao passo que
conseguem obter respostas biologicas da progressao tumoral de forma mais fidedigna
ao considerar a influéncia do microambiente tumoral no desenvolvimento do cancer

(GREEN; YAMADA, 2007; MUELLER; FUSENIG, 2004).
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Recentemente, 0 grupo de pesquisa do Laboratério de Atividade Biolégica da
Universidade Federal do Amazonas, desenvolveu e padronizou um modelo de pele
humana reconstruida totalmente com linhagens celulares de queratinéticos e
fibroblastos humanos, o que gerou uma dissertacdo de mestrado (SOUSA, 2018) e
um depdsito de patente sob o numero BR 10 2019 017285 1. Esse modelo apresentou
funcéo barreira e caracteristicas morfoldégicas semelhantes as peles reconhecidas e
validadas pela Organizacdo de Cooperagcao e Desenvolvimento Econdmico (OECD
da sigla em inglés), que estimula o desenvolvimento de novos métodos alternativos
ao uso de animais em experimentacao.

Considerando o modelo desenvolvido de pele humana reconstruida in vitro,
bem como, a necessidade de ensaios que comprovem sua aplicabilidade para estudos
de pesquisa e desenvolvimento de substancias com potencial biologico, atrelada a
busca constante de métodos alternativos para estudo do microambiente tumoral, esse
trabalho tem como objetivo estabelecer um modelo de carcinoma de células
escamosas que possa ser utilizado para o estudo desse tipo de cancer e, a0 mesmo
tempo, fornecer resultados sobre a aplicabilidade da pele desenvolvida no laboratoério

para pesquisas futuras.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estabelecer um modelo in vitro de carcinoma in situ com células escamosas

para o estudo do microambiente tumoral.

3.2 Objetivos Especificos

Estabelecer modelo de carcinoma de células escamosas em pele humana
equivalente in vitro;

Avaliar morfologicamente equivalentes de pele humana sem célula tumoral
(HaCat-Skin), com carcinoma de células escamosas (CCE-Skin) e com
esferoides de carcinoma de células escamosas (CCEInsitu-Skin);

Avaliar a aplicabilidade do modelo de pele HaCat-Skin para ensaios de irritacao
e permeacao cutanea;

Investigar o efeito de substancias citotoxicas sobre as células tumorais no
microambiente tridimensional de carcinoma de células escamosas in vitro;
Testar a aplicabilidade do modelo de pele com carcinoma de células escamosas

CCElnsitu para ensaios de invasao tumoral;
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4 METODOLOGIA

4.1 Cultura celular

Foram utilizadas linhagens celulares de fibroblasto humano (MRC5),
gueratinécitos humanos (HaCat) e carcinoma de células escamosas de lingua
(CAL27) cultivadas em pele humana reconstruida aqui denominada CCE-Skin. O
modelo de pele sem carcinoma de células escamosas denominado HaCat-Skin, foi
utilizado como controle comparativo e o modelo CCEinsitu-Skin foi desenvolvido a

partir de esferoides de CAL27 (Figura 5).

HACAT-Skin CCE-Skin CCEinsitu-Skin
CAL27 Esferolde de CAL27
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Figura 5 - Representacdo dos modelos de pele normal (HaCat-Skin), com carcinoma de células
escamosas (CCE-Skin) e com esferoide de carcinoma de células escamosas in situ (CCEInsitu-Skin).
Fonte: A autora.

Todas as linhagens utilizadas foram cultivadas no Laboratério de Atividade
Bioldégica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do
Amazonas. As linhagens de HaCat e MRC5 foram gentilmente cedidas pela

professora Silvya Stuchi Maria-Engler e a linhagem de CAL27 foi gentilmente cedida
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pela professora Vanessa Morais Freitas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo.

As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibiotico
Penicilina/Estreptomicina, mantidas em incubadora com atmosfera umidificada a 37°C
com injecao de 5% de CO:2. A observacdo do crescimento celular foi feita utilizando

um microscoépio optico invertido (Zeiss) a cada 24 horas.

Para a manutencéo dos tecidos, o meio de cultivo utilizado foi preparado de
acordo com (BROHEM et al., 2011; MAAS-SZABOWSKI; STARKER; FUSENIG,
2003) com modificagcdes, contendo o meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
e mistura comercial de nutrientes HAM-F12, acrescido de Toxina colérica (1 puM),
Insulina (5 mg/mL), Apo-transferrina (5 mg/mL), Hidrocortisona-21 (0,1 mg/mL),

Epidermal Growth Factor (2 pg/mL) e Transforming growth fator-a (TGF-a, 100

pg/mL).

4.2 Geragdo das peles humanas reconstruidas in vitro

A montagem da HaCat-Skin foi realizada de acordo com Sousa (2018),
registrada sob patente BR 10 2019 017285-1 (Anexo 01), com modificacdes. Para
reconstrucdo da derme os fibroblastos MRC5 (25x10# células) foram adicionados a
uma mistura de colageno tipo | GIBCO (3 mg/mL A1048301 — Thermo Fisher Scientific,
700 pL), Soro Fetal Bovino (50 pL), tampé&o de reconstituicdo 10X (NaOH 0,05 M,
NaHCOs 2,2%, HEPES 200 mM — 108 pL) e mistura de nutrientes HAM-F12 10X (108

uL) por pele. Em seguida, 800 pL dessa mistura foi transferida para uma placa de 12
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pocos contendo insertos de 12 mm de diametro e 1,12 cm? de area, com membrana
de 0,4 ym (Corning transwell®).

Apbs o processo de gelificacdo do coldgeno em estufa a 37°C com injecéo de
5% de CO:2 durante 30 minutos e estabilizacdo do pH com PBS, os queratinécitos
(50x10* células) foram plagueados sobre a derme para reconstrucdo da epiderme.
Para o modelo CCE-Skin, 15x10* células foram plaqueadas juntamente com os
gueratinécitos. As células foram mantidas por 24 horas submersas em meio de cultivo
suplementado, como descrito anteriormente, para adesao sobre a derme. Em seguida,
0 meio de cultivo foi retirado do interior do inserto para permitir a interface ar-liquido.
As peles foram mantidas por 10 dias em estufa a 37°C com injecdo de 5% de CO:
para diferenciacdo e crescimento dos queratinocitos da epiderme e a troca de meio

da parte externa ao inserto feita a cada dois dias.

4.3 Ensaio de irritacdo cutaneain vitro

Afim de avaliar a aplicabilidade do modelo de HaCat Skin desenvolvido para a
ensaios de irritagcdo cutanea in vitro, utilizou-se um protocolo semelhante ao utilizado
para o0 modelo EpiSkinTM (OECD 439), com algumas modificacdes. Para isso, apos
um periodo de pré-incubacgédo de 2 horas, os tecidos foram removidos da incubadora
e imediatamente expostos a substancias irritantes e nao irritantes. Quando as
substancias eram liquidas, foram aplicados 30 pL sobre a superficie do tecido; quando
sélidas, foram aplicados 30 pg, precedidos por 30 pL de PBS aplicado diretamente no

inserto. Como controle positivo, utilizou-se SDS a 5% em PBS.
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ApOs uma exposigdo de 15 minutos as substancias testadas, os tecidos foram
lavados com PBS e mantidos na incubadora por mais 42 horas. Apos esse periodo,
os tecidos foram transferidos para placas de 24 pocos e incubados com MTT (1
mg/mL) por 3 horas a 37 °C e 5% de CO2. Em seguida, os tecidos foram novamente
lavados com PBS e transferidos para uma nova placa contendo 2 mL de isopropanol
para a extracdo do formazan reduzido. Essa placa foi mantida em temperatura
ambiente por 1 hora. Apos esse periodo, coletou-se 200 uL da solucao de extracao e
transferiu-se para uma placa de 96 pocos. A densidade Optica do corante purpura
resultante foi medida a 570 nm utilizando um leitor de placas de ELISA (OECD TG

439, 2015).

As substancias testadas no ensaio de irritacdo foram selecionadas de acordo
com a os critérios da OECD (TG 439) e do Sistema Globalmente Harmonizado de
Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS por sua sigla em inglés) da
Organizacao das Nacdes Unidas (ONU), que estabelece critérios harmonizados para
classificar substancias e compostos com relacdo aos perigos fisicos, para a saude e
para o meio ambiente (ONU, 2013). As informacfes das substancias selecionadas

estdo apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1: Lista de substancias quimicas selecionadas para o ensaio de Irritagdo em modelo HaCat-
Skin de acordo com os critérios da OECD TG 439 (2015) e ONU (2013). A lista inclui 5 substancias nao
irritantes (sem categoria GHS) e 6 substancias irritantes (categoria 2 GHS), o Tween-20 foi incluido por
ser considerado como categoria 3 GHS.

Categoria segundo o Sistema

Globalmente Harmonizado de

Estado Classificacéo e Rotulagem de

Fisico Produtos Quimicos (GHS por sua

sigla em inglés) das Na¢des Unidas
(ONU)

Substancia CAS NR

36653-82-4
Alcool cetoestearilico e 112-92-5 | Sélido | Sem categoria
(30/70)

Bicarbonato de Sddio 144-55-8 Soélido | Sem categoria

Glicerol 56-81-5 Liquido | Sem categoria

Isopropanol 67-63-0 Liquido | Sem categoria

Propilenoglicol 57-55-6 Liquido | Sem categoria

Toxicidade aguda, Oral (Categoria 4),
H302

Lesdes oculares graves (Categoria 1),
H318

Toxicidade a reproducéo (Categoria
2), H361

Irritac&o ocular (Categoria 2A), H319
Toxicidade sistémica de 6rgéo-alvo
Acido Citrico 77-92-9 Soélido | especifico - exposicao Unica
(Categoria 3), Sistema respiratorio,
H335

Toxicidade aguda, Oral (Categoria 5),
H303

Acido Latico 50-21-5 Liquido | Irritacdo da pele (Categoria 2), H315
Lesdes oculares graves (Categoria 1),
H318

Peréxidos orgénicos (Tipo D), H242
Irritac8o da pele (Categoria 2), H315
Irritacdo ocular (Categoria 2A), H319
Sensibilizacdo a pele. (Categoria 1),
937-14-4 Sélido | H317

Toxicidade sistémica de 6rgdo-alvo
especifico - exposicao Unica
(Categoria 3), Sistema

respiratério, H335

Toxicidade aguda, Oral (Categoria 3)
Irritacdo cutdnea (Categoria 2)
1310-58-3 Liquido | Irritacdo ocular (Categoria 2A)
Toxicidade aguda para o ambiente
aquatico (Categoria 3)

Tween 20 9005-64-5 Liquido | Irritacdo cutdnea (Categoria 3), H316

Acido Salicilico 69-72-7 Sélido

C19 — 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno

Hidréxido de Potassio (5%
Aquoso)
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4.4 Ensaio de permeacao cutanea in vitro

O procedimento in vitro para o estudo de permeacdo cutanea foi realizado
conforme descrito no guia da (OECD TG 428, 2004; SCHAFER-KORTING et al.,
2006). Neste ensaio, a substancia avaliada é aplicada sobre a pele e sua difusao
ocorre por gradiente de concentracdo para uma solucao receptora onde sera realizada
a determinacéo analitica do conteudo de substancia permeada ao longo do tempo.

Para estudos de permeacédo cutanea, a OCDE propde o uso de cafeina (logP
= 0.01; Peso molecular = 194;) dentre as substancias de referéncia com baixa
lipofilicidade. A solucdo estoque foi preparada da seguinte forma: cafeina 0,1% (m/v)
diluida em PBS estéril. A solucdo estoque foi armazenada por pelo menos quatro
semanas a 4 °C.

Para realizacao do ensaio de permeacédo, 50 uL de cafeina na concentragao
500 pg/mL diluida em PBS estéril foi adicionada sobre a pele. Considerando a area
do inserto e da pele 1,12 cm?, a cafeina foi adicionada na concentragdo de 22,32
pMg/cm?. A cadmara de difusdo e a pele foram mantidas a uma temperatura constante
proxima a temperatura normal da pele, de 32 £ 1°C. As dosagens foram feitas no meio
receptor coletado (1 mL) apés 0, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 minutos de exposi¢cao
utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés High performance Liquid
Chromatography — HPLC).

A coluna de HPLC utilizada (XTerra MSC18; 50 x 2.1mm i.d. 5um; Waters) foi
mantida a 40 °C. A fase mével consistiu de um tampao de fosfato a 10 mM, ajustado
para pH 3,5 com acido o-fosférico; o modificador organico acetonitrila (MeCN). A

cromatografia foi realizada usando um gradiente (5-95% de MeCN de 0-5 min, 5% de
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MeCN de 5,1-7 min). A taxa de fluxo foi ajustada para 0,6 mL/minuto, e 10 uL da
solucéo foi injetada.

O percentual da dose de cafeina no fluido receptor foi calculado com base na
area total do pico da solucao padrao na concentracao 500 pg/mL que correspondeu a
100%. A seguinte férmula foi utilizada para determinacédo do percentual da dose de
cafeina no fluido receptor:

Percentual de dose no fluido receptor = (Area do pico da cafeina / Area total do
pico da solucéo padrdo)* 100

O percentual total de cafeina presente no fluido receptor foi calculado com base
na somatoria das areas dos picos dos cromatogramas, obtidos nos diferentes tempos
de coleta, em relacdo a area do pico da solucdo padréo na concentracdo 500 pg/mL
administrada sobre a pele.

A taxa total de permeacéo da cafeina foi calculada com base na férmula:
Taxa total de permeacéao (ug/cmz/h) = Soma da quantidade de cafeina absorvida (ug)/

Area da membrana de pele (cm?2) / Tempo (h).

4.5 Geracao dos esferoides tumorais

Os esferoides tumorais foram gerados a partir de células CAL27 usando o
método de sobreposicao liquida conforme descrito anteriormente (Friedrich et al.,
2009; Spoerri et al., 2021). Os esferoides foram gerados em placas de fundo plano de
cultura de células de 96 pogos previamente revestidas com agarose a 1,5% (50 pL no
total/poco) com diferentes densidades de semeadura (500, 1000, 1500, 2000, 3000
células totais/pogo) para promover a formagao de um unico esferoide por pogo. A cada

3-4 dias de incubacédo, 50% do meio em cada poco foi substituido por meio fresco
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(200 pL no total/pogo). As células foram incubadas a 37°C com 5% de CO:2 por 10

dias e monitoradas a cada 24 horas para analise da formacao do esferoide.

Outro modelo testado para gerar esferoides com CAL27 foi a auto montagem
em gel de agarose ndo aderente, com micropocos cilindricos desenvolvidos usando
moldes micrométricos de tamanho 9x9, com didmetro de 800 um, que se encaixam
em placas de 12 pocos (3D Petri Dish®, MicroTissues Inc., St. Louis, MO, USA). Um
volume de 500 pL de agarose autoclavada a 2% foi pipetado no molde. Apds 6-8
minutos para polimerizacao, a agarose foi removida do molde e colocada em um poco
da placa de 24 pocos. Para equilibrar o 3D Petri Dish®, 1 mL de meio de cultura foi
adicionado por poco. Duas concentracdes de células CAL27 foram testadas para
formacéo de esferoides, 50x10* e 100x10*. As células, colocadas em suspencéo no
meio de cultura, foram colocadas sobre o molde da agarose (150 uL). A figura 6

representa algumas etapas da geracédo dos esferoides por esse modelo.

A formacéao de esferoides foi alcancada incubando a placa a 37°C com injecao
de 5% de CO2 e monitorada a cada 24 horas por até 7 dias usando o sistema de
imagem Carl ZEISS Axio Vert.A1 com objetiva de 4x e 10x. Os esferoides foram
analisados quanto a morfologia e tamanho (diametro e area) utilizando o microscoépio
optico Carl ZEISS Axio Vert.Al. Imagens de 8-12 esferoides por experimentos foram

analisadas.
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Figura 6: Geracéo dos esferoides de CAL27 utilizando moldes micrométricos de tamanho 9x9, com
didmetro de 800 um, que se encaixam em placas de 12 pogos (3D Petri Dish®, MicroTissues Inc., St.
Louis, MO, USA). A: Aplicacdo da agarose nos moldes; B: Retirada da agarose dos moldes e
transferéncia para placas de 12 pocos; C: Moldes no interior dos pocos da placa; D Adigéo de células
no interior dos moldes de agarose.

4.6 Analise dos esferoides

As imagens dos esferoides gerados em placas de 96 pocgos, previamente
cobertos com agarose a 1,5%, foram capturadas nos dias 1, 2, 6 e 10 em microscépio
optico Carl ZEISS Axio Vert.Al. Para os esferoides gerados em micromoldes de
agarose, as imagens foram capturadas nos dias 1, 3 e 7. A escala das imagens foi
determinada usando uma lamina de calibracdo. Apés a incubagédo, cada pogo da placa
de 96 pocos e molde de agarose foram fotografados com objetiva de 4x para monitorar
e analisar a integridade e didmetro dos esferoides. A analise dos esferoides foi

realizada por meio de algoritmos de processamento de imagem implementados no
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software AxioVision 4.5 (Zeiss), que permite uma selecao confiavel e reprodutivel da
area para determinar o diametro e o volume do esferoide. As seguintes informacdes

morfométricas foram obtidas: area do esferoide e diametro médio do esferoide.

4.7 Cinética de crescimento dos esferoides

Os esferoides gerados em placas de cultura celular de fundo plano de 96 pocos,
previamente cobertas com agarose a 1,5% (50 uL no total por pogo), com uma
densidade de semeadura de 3000 células por poco e esferoides gerados usando o
modelo de micromoldes (MicroTissues® 3D Petri Dish®), com densidades de
semeadura de 50x10* e 100x10* células foram fotografados no dia 01 e apés 10 dias
(modelo de 96 pocgos) e 7 dias (modelo de micromolde) de incubacdo a 37°C com
injecéo de 5% de CO2. O aumento no diametro do esferoide foi calculado dividindo a

diferenca no diametro entre os dias pelo diametro no dia 1 (IVANOV ET AL., 2014).

Aumento do Diametro (%) = (Diametro final — Diametro inicial)*100/ Diametro inicial

4.8 Ensaio de viabilidade celular dos esferoides

A andlise da viabilidade celular foi baseada no método de reducdo da
resazurina (forma oxidada) para resofurina (forma reduzida) por células viaveis. Uma
solucdo de Alamar Blue (resazurin 7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) 60 uM foi
preparada em meio DMEM. 150 L dessa solucédo de Alamar Blue foram distribuidos
em cada poco e a placa foi incubada por 2 horas. A fluorescéncia foi medida utilizando

um leitor de microplacas DTX 800 Beckman Coulter Multimode Detector com
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excitacdo em 465 nm e emissdo em 540 nm, 4 horas apds a adicdo do corante

(IVANOV ET AL., 2014).

4.9 Analise do centro necrotico dos esferoides

A andlise fluorescente do centro necrético dos esferoides foi realizada por meio
da exposicdo ao Brometo de Etidio (BE)/ Laranja de Acridina (LA) (Sigma-Aldrich). Os
esferoides desenvolvidos pelo modelo de micromolde foram lavados com PBS e, em
seguida, corados com 5 ug/mL de solugdo de laranja de acridina/brometo de etidio
(LA/BE), e as imagens foram capturadas usando um microscopio Nikon Ti Eclipse com
ampliagdo de 4X. A diferenca na permeabilidade do corante na membrana celular
intacta permite identificar células viaveis, apoptoéticas e necroticas. As células
marcadas com fluorescéncia verde s&o coradas apenas com laranja de acridina e
representam células viaveis, as células necréticas sdo marcadas com fluorescéncia

vermelha, apos exposi¢do ao brometo de etidio.

4.10 Geragao do modelo de carcinoma de células escamosas in situ (CCEInsitu-
Skin)

A montagem da pele humana reconstruida foi realizada como descrito
anteriormente para a HaCat-Skin. Ap6s 24 horas da adesdo dos queratindcitos,
esferoides de CAL27 foram retirados dos moldes de agarose com o auxilio de uma
pipeta e uma pinga (lavagem com meio de cultivo para retirada) e adicionados sobre
a pele humana reconstruida para desenvolvimento do modelo de carcinoma de células

escamosas in situ (CCElnsitu-Skin). Apos 24 horas, o meio de cultivo da pele foi
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retirado do interior do inserto para permitir a interface ar-liquido. Os tecidos foram
mantidos por 10 dias em estufa a 37°C com injecdo de 5% de CO: para proliferacao
das células e andlise da formacao do carcinoma de células escamosas in situ. A troca
de meio da parte externa ao inserto foi feita a cada dois dias.

As peles reconstruidas foram fixadas em formol a 10% tamponado,
desidratadas e embebidas em parafina. As laminas contendo corte de 3,5 pm de
espessura foram coradas com hematoxilina e eosina para avaliagdo morfolégica e
estrutural dos tecidos. As imagens foram analisadas e obtidas por microscopia Optica
e analisadas com o Imaging Software NIS-Elements 4.30.01 (Nikon Instruments,

Melville, NY).

4.11 Avaliacao da aplicabilidade dos modelos CCE-Skin e CCEinsitu-Skin

4.11.1 Substancias

Foram escolhidas 2 (duas) substancias para serem testadas sobre os modelos,
a 22-Bhidroxitingenona por ser uma substancia cujos resultados preliminares de
citotoxicidade em Cal27 foram promissores e sua atividade antimelanoma também
vem sendo investigada pelo nosso grupo de pesquisa (ARANHA et al., 2020, 2021), e
a cisplatina, por ser uma das alternativas de tratamento ndo-cirurgico padrdo do

carcinoma de células escamosas.

A 22-HTG foi cedida pelo professor Doutor Hector Henrique Ferreira Koolen da
Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Os caules e peciolos foliares de S.
impressifolia (Miers) A. C. Smith (Celastraceae) foram coletados na Reserva Adolpho

Ducke sob coordenadas 2°56'58.2" S, 59°56'36.3" W, na cidade de Manaus,
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Amazonas, Brasil. Uma amostra do espécime (#4699) foi depositado no herbéario do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), Brasil. O acesso foi registrado
sob o numero: A715C2F no SisGen - Sistema Nacional de Gestdo de Recursos
Genéticos e Conhecimento Tradicional Associado do Brasil. Todo o processo de
obtencéo da 22-HTG foram descritos anteriormente (ARANHA et al., 2020, 2021; DA

SILVA et al., 2016)

4.11.2 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo (KANDAROVA et al.,
2009; OECD TG 439, 2015) utilizando o método do MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazoliobrometo). Como controle negativo foi utilizado 10 pL de tampéo fosfato
salina (PBS) por pele e cisplatina como farmaco padrdo. As substancias foram
testadas nos modelos HaCat-Skin, CCE-Skin e CCEinsitu-Skin, em concentracoes
selecionadas no ensaio de citotoxicidade em monocamada para a 22-hidroxitingenona
e cisplatina (10uM) durante 48h. As peles foram expostas as substancias, retiradas
dos insertos e transferidas para po¢os de uma placa de 24 pocos, lavadas com PBS
e incubadas com 300 pL de MTT (1 mg/mL) a 37°C em estufa com CO2 a 5%. O meio
de cultivo das peles foi coletado e armazenado no ultrafreezer para realizacdo dos
testes de zimografia. Apos 3 horas de incubacao, o excesso de MTT foi removido e o
tecido lavado com PBS. Os sais de formazan foram diluidos em 2 mL de isopropanol
durante 2 horas. Em seguida, 200uL da solucdo de extracdo foi transferida para uma
placa de 96 pocos em triplicata e a densidade Optica do corante purpura resultante

medida em 570 nm utilizando um leitor de placas ELISA (DTX 800 - Beckman Coulter).
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4.11.3 Analise morfoldgica dos tecidos

As amostras dos tecidos CCE-Skin e CCEinsitu-Skin n&o tratadas e tratadas
com as substéancias teste foram fixadas em formol a 10%, desidratadas e embebidas
em parafina. As laminas contendo corte de 3,5 um de espessura foram coradas com
hematoxilina e eosina para avaliagdo morfolégica e estrutural da pele. As imagens
foram analisadas e obtidas por microscopia Optica e analisadas com o Imaging
Software NIS-Elements 4.30.01 (Nikon Instruments, Melville, NY) (COLLEY et al.,

2011; PENNACCHI; ARAU; FAGUNDES, 2015).

4.11.4 Zimografia em gel de poliacrilamida

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo endopeptidades dependentes de
zinco que degradam proteinas por clivagem das ligacbes peptidicas e estdo
envolvidas com o processo de invasdo celular, degradacdo da cartilagem,
remodelamento tecidual e outros processos correlacionados com a patogénese de
doencas, como artrite reumatoide, cancer e doenca pulmonar obstrutiva crénica (HU;

BEETON, 2010).

A atividade proteolitica de metaloproteinases de matriz foi avaliada por meio da
degradacdo do substrato e por seu peso molecular em gel de poliacrilamida. Nessa
técnica, 30 ug de proteinas (previamente dosadas pelo método de Bradford) presentes
no sobrenadante dos tecidos tratados foram separadas por eletroforese em gel de

poliacrilamida 10%, copolimerizado com Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) e com o



52

substrato gelatina para avaliacdo das atividades proteoliticas das metaloproteinases
de matriz 2 e 9 (MMP2 e MMP9). A eletroforese foi conduzida durante 30 minutos a
70 Volts, seguido por mais 90 minutos a 120 Volts. Apés a eletroforese, as enzimas
foram renaturadas pela remocédo do SDS através da lavagem do gel com uma solucéo
aguosa de TRITON X-100 2,5% e incubadas a 37°C durante 18 horas com tampéao
(0,05 M TrisHCI - pH 8, 5 mM CaCl,, 5 uM ZnCl,) para degradacgao do substrato no gel.
Em seguida, o gel foi corado com solugéo de azul brilhante de Comassie 0,5% durante
30 minutos e descorado com uma solucao de metanol 40% e acido acético 10% até a
percepcéo de bandas incolores, em contraste com o fundo azul do gel. As areas das
bandas formadas no gel foram quantificadas por densidade de pixels utilizando
software ImageJ (HU; BEETON, 2010; LEBER; BALKWILL, 1997; SNOEK-VAN

BEURDEN et al., 2005; VANDOOREN et al., 2013).

4.11.5 Zimografia in situ

As MMPs (Metalloproteinases de Matriz) sdo enzimas que desempenham um
papel importante na degradacéo e remodelacdo da matriz extracelular. A zimografia
in situ € uma técnica utilizada para detectar e visualizar a atividade das MMPs

diretamente em tecidos ou amostras bioldgicas.

A avaliacdo das MMPs foi realizada usando DQ™ Gelatin (EnzChek™
Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), um substrato de gelatina que € marcado com
fluorescéncia e se torna brilhante quando degradado pelas MMPs. Essa técnica
permite detectar a atividade das MMPs no local especifico em que ocorre a

degradacdo da gelatina. Para o preparo da gelatina, 1 mL de PBS foi adicionado a
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1mg de gelatina. A inibicdo da metaloproteinases foi demonstrada aplicando-se 80uL
da solucédo de gelatina do kit (DQ™ Gelatin) sobre os tecidos apés 2 horas de

incubac@o em camara umida.

ApOs incubacao, os tecidos foram visualizados no microscépio usando filtro
FITC (Aex BP 460-500 nm/Aem BP 512-542 nm) com aumento de 20x e a intensidade

da fluorescéncia foi definida (MARTINEZ-GARCIA et al., 2022).

4.12 Analise estatistica

Os resultados de todos os ensaios foram expressos como média + desvio
padréo de trés experimentos independentes e analisados estatisticamente, usando o
software GraphPad Prism 6. Teste t student ou Andlise de Variancia One-Way
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey (Multiple Comparison Test) ou ANOVA 2way
seguido de Bonferroni posttest foram utilizados. Foram considerados estatisticamente

significativos os resultados com *p < 0,05, frente aos controles.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Padronizacdo da HaCat-Skin e aplicacéo para ensaios de irritacao

O modelo de pele Humana Reconstruida com linhagens celulares de MRC5 e
HaCat (HaCat-Skin) desenvolvido em nosso laboratério, sem suplementagdo do
cultivo com Soro Fetal Bovino e Fator de Crescimento de Queratinécitos (KGF),

apresentou duas camadas principais, a epiderme composta de queratindcitos, e a
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derme, composta de fibroblastos embebidos em uma matriz de colageno tipo | (Figura

7).

Epiderme

Epiderme

Figura 7: Cortes histoldgicos corados com Hematoxilina e Eosina do modelo de pele humana
reconstruida com linhagens celulares de fibroblasto humano (MRC5) e queratinécito humano (HaCat)
— HaCat-Skin. Barras de escala: 100um e 25um.

Durante os testes de padronizacédo do modelo de pele humana reconstruida no
laboratorio, houve a necessidade de substituir o colageno tipo | da Corning® (3,8
mg/mL) para o da GIBCO (3 mg/mL). Com isso, testes de padronizacdo da
concentracdo do colageno foram feitos para reproduzir o modelo desenvolvido e a
concentracdo que permitiu a melhor evidéncia das duas camadas de tecido, epiderme

e derme, com confirmacao da funcéo barreira foi 2,17 mg/mL de colageno tipo I.

A concentracdo de colageno tipo | desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento da pele humana reconstruida in vitro. O colageno tipo | é a principal
proteina estrutural encontrada na pele e é responsavel por fornecer resisténcia e
elasticidade aos tecidos. Ao cultivar células da pele em um ambiente in vitro, a adicédo
de colageno tipo | influencia véarios aspectos do desenvolvimento e da funcéo da pele

reconstruida. Dentre eles: arquitetura e organizacdo da matriz extracelular, uma vez
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gue é o colageno que forma a matriz extracelular tridimensional, e se a concentracao
for muito elevada tende a resultar em uma matriz muito densa e dificultar o
desenvolvimento da célula, incluindo a proliferacéo celular e também migracéo celular,
ja que concentracdes apropriadas de colageno tipo | podem facilitar a migracéo celular
adequada, permitindo a formacao correta das camadas da pele reconstruida in vitro

(KINSNER; LESIAK-CYGANOWSKA; SLADOWSKI, 2001; SUGIHARA et al., 2001).

Ainda como teste essencial de padronizacdo do modelo, realizou-se 0 ensaio
de irritacdo, onde foram testadas 5 substancias reconhecidamente néo irritantes e 6
irritantes, como mostrado na figura 05. Na tabela 01 estdo os parametros do teste
utilizados no modelo em comparacdo com os modelos reconhecidos e validados pela
OECD. O modelo de pele conseguiu diferenciar as substancias nao-irritantes, as quais
apresentam viabilidade celular acima de 50% e as irritantes, viabilidade celular abaixo

de 50%.

1507 Nd&o irritantes Irritantes

100

501

Viabilidade celular (%)

Figura 8: Resultados do ensaio de irritacdo cutdnea em modelo de pele humana reconstruida com
linhagem celular de queratindcitos humano e fibroblastos humanos embebidos em colageno tipo |
(HaCat-Skin). Foram testadas cinco substancias reconhecidamente ndo-irritantes (5) e irritantes (6)
segundo as diretrizes da OECD. O modelo de pele conseguiu diferenciar as substancias ndo-irritantes
(viabilidade celular acima de 50%) e as irritantes (viabilidade celular abaixo de 50%). Valor de p: (**)
p<0.01 (***) p<0.001 e (****) p<0.0001.
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Os parametros experimentais definidos para o modelo HaCat-Skin para
estudos de aplicabilidade para ensaios de irritagdo, dentre outros, como
citotoxicidade, foram definidos com base nos parametros dos protocolos especificos
dos métodos validados pela OECD (TG 439) das peles EpiSkin™, EpiDERM™,

EpiDERM™ e Epiderme — USP (PEDROSA; CATARINO; PENNACCHI, 2017).

Na Tabela 2 estdo apresentados esses parametros e o comparativo com 0s
modelos de pele reconhecidamente validados de acordo com a OECD e o modelo de
Pedrosa, Catarino e Pennacchi (2017). Todos os parametros definidos para a HaCat-
Skin sdo semelhantes a esses modelos, diferenciando apenas no tempo de extracao
com o Isopropanol que foi menor (1 hora), uma vez que ja foi observado nesse tempo

a estabilidade da leitura.

A finalidade dos ensaios de irritacdo em modelos de pele reconstruida in vitro,
para pesquisa de novos farmacos, € avaliar o potencial de irritacdo ou toxicidade
desses compostos quando aplicados na pele. Esses ensaios sdo conduzidos para
determinar se um farmaco ou produto causa reacdes adversas na pele, como
vermelhiddo, inchago, coceira ou outros sinais de irritacdo. Esses ensaios séo
importantes para garantir a seguranca das substancias e evitar danos a pele dos
usuarios. Os resultados obtidos nesses ensaios podem ajudar os pesquisadores a
identificar e desenvolver farmacos mais seguros e eficazes, além de fornecer
informacdes para a formulacdo e aplicacdo adequada dos produtos farmacéuticos

(PEDROSA; CATARINO; PENNACCHI, 2017; VINARDELL; MITJANS, 2008).
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Tabela 2: Parametros dos protocolos especificos dos métodos validados pelo guia OECD 439 em
comparacao com os parametros definidos do modelo de pele humana reconstruida da HaCat-Skin.

oL TM . ™ | SkinEthic Epiderme - | HaCat-
EpiSkin EpiDERM RHE™ usp Skin
Tratamento
Controle PBS DPBS PBS PBS PBS
negativo
Controle SDS 5% SDS 5% SDS 5% SDS 5% SDS 5%
Positivo
Volume 10 uL 30 uL 16 pL 10 uL 10 pL
Uso de mesh Nao Se , . Sim Nao Nao
de nylon necessario
Ambiente
'dremp(_aratUNra Ambiente 25’ Ambiente Ambiente Ambiente
e aplicacao
37°C 35’
Tempo de 24+t2he
incubacao 42 +1h 18+2h 42 +1h 42 +1h 42 +1h
Ensaio de MTT
Concentragdo | 0,3 mg/mL | 1 mg/mL 5 mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL
Tempode | 4y, 5 3h+5 3h+5 3h+5 3h+5
aplicacéo
Reagente de Isopropanol Isopropanol | Isopropanol | Isopropanol | Isopropanol
extragédo acido brop brop prop brop
volumede |, 2 mL 700 pL 2 mL 2mL
extracdo
Tempo de 4hou 2h 2h 2h 1h
extracao overnight
Desvio
padrdo (SD)
entre as 18 <SD 18 <SD 18 <SD 18 <£SD 18 <SD
replicatas de
tecidos

DPBS: Dulbecco’s — Tampao fosfato salina.
Fonte: Adaptado de (OECD TG 439, 2015; PEDROSA; CATARINO; PENNACCHI, 2017).
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Os testes de irritagdo que utilizam pele humana reconstruida in vitro, avaliam o
dano celular/tecidual por meio da analise da viabilidade celular como ponto final, uma
vez que os testes de irritacdo, até mesmo corrosao, dependem da reducdo do brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) pelas células que compdem o
tecido. A classificagao de “irritante” é atribuida as substancias que conseguem reduzir
a viabilidade celular abaixo dos limites estabelecidos, ou seja, < 50% (Categoria 2 do
Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos — GSH) e “nao irritante” para aquelas cuja viabilidade celular mensurada
pelo ensaio do MTT € mantida maior que 50% (FILAIRE et al., 2022; OECD TG 439,

2015).

5.2 Ensaio de permeacdo em modelo de pele humana reconstruida

A permeacdo de uma substdncia em uma célula de Franz refere-se a
capacidade da mesma atravessar a pele quando aplicada topicamente. O método da
célula de Franz é comumente utilizado para avaliar a taxa de permeacao de
substancias através da pele, simulando as condicBes de aplicacdo tdépica em um
ambiente controlado. Durante o teste de permeacdo em uma célula de Franz, a pele
€ colocada entre duas camaras, uma contendo a solucéo de substancia a ser testada
e a outra contendo um meio de recepcdo. Ao longo de um determinado periodo de
tempo, pequenas amostras do meio de recepgéo sdo coletadas e analisadas para
determinar a quantidade de substancia que atravessou a pele (CLOWES,; SCOTT;

HEYLINGS, 1994; FRANZ, 1975; PULSONI et al., 2022).
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A permeacdo da cafeina através da pele humana reconstruida HaCat-Skin foi
determinada com base na porcentagem da dose recuperada no fluido receptor, até 4
horas da administracdo. Os resultados das medi¢cdes por tempo sdo mostrados na
figura 9. A permeacao da cafeina aumentou com o passar do tempo. Entretanto, o
percentual total de cafeina presente no fluido receptor, permeado dentro das 4 horas
apos a administragao, foi 26,38+0,3%. Considerando o tempo maximo de permeacao

4 horas, a taxa total de permeacéo da cafeina na HaCat-Skin foi 0,558 +0,2 pg/cm#/h
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Figura 9: Permeacéo cutanea in vitro da cafeina em modelo de pele humana reconstruida Hacat-Skin.
A:Permeacao expressa em percentual da dose de cafeina presente no fluido receptor versus tempo em
minutos. B: Permeacado da cafeina expressa em pg/cm? de pele presente no fluido receptor versus
tempo em minutos.
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Um estudo de comparacdo multicéntrico, que avaliou as previsdes in vitro da
absorcdo cutanea de cafeina, testosterona e acido benzoico, apontou que a
guantidade média da cafeina presente no fluido receptor apés 24 horas em pele
humana foi de 24,5 + 11,6% da dose aplicada (9 laboratérios). Em peles de ratos, os
resultados apontaram que a quantidade presente no fluido receptor apos 24 horas foi

de 53,7% (VAN DE SANDT et al., 2004).

Vale ressaltar que a permeacdo da cafeina na pele in vitro pode variar
dependendo das condi¢cdes experimentais e das caracteristicas da pele utilizada nos
estudos. Segundo estudo que avaliou os resultados dos ensaios de pré-validacao das
epidermes humanas reconstruidas para testes de absorcdo cutanea, a taxa de
permeacdo da cafeina na pele humana, apés 6 horas da administracdo, foi de
1,12+1,18 ug/cm?, o que representa aproximadamente 0,19+0,20 ug/cm?h. Na pele
de porco a permeacao da cafeina apresentou taxa de 0,08 + 0,07 pg/cm?h, EpiDerm
0,81+ 0,64 pg/cm?h, SkinEthic 12,3 £ 6,1 ug/cm?/h e EPISKIN 8,54 + 1,64 pg/cm?h
(SCHAFER-KORTING et al., 2006). Esses resultados, bem como os obtidos no nosso
estudo, comprovam que existe muita variacdo da permeacao da cafeina nos modelos
de pele humana reconstruida e a permeacéo do modelo HaCat-Skin ocorre muito mais
rapido comparado aos modelos validados da OECD, uma vez que as medi¢ces foram

feitas no tempo maximo de 4 horas.

A pele é composta por varias camadas, sendo a camada externa, conhecida
como estrato cérneo, a principal barreira para a penetracao de substancias. A cafeina,
devido ao seu tamanho molecular relativamente pequeno e lipofilicidade moderada,

consegue atravessar essa camada lipidica do estrato corneo. Como nao foi possivel
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visualizar o estrato corneo no modelo HaCat Skin, isso possivelmente influenciou na
permeacdo da cafeina, fazendo com que fosse muito mais rapida em comparacao
com os modelos de pele validados da OECD. A permeacao da cafeina na pele in vitro
pode ser influenciada por fatores como a concentracdo da solucéo de cafeina, o pH
da formulacédo, a presenca de outros ingredientes ou veiculos na formulacdo, a
duracdo do contato com a pele, a temperatura, a umidade relativa durante o teste,

integridade da pele, entre outros (MILLER et al., 2017; TROMMER; NEUBERT, 2006).

5.3 Formacgéao dos esferoides de CAL27

A fim de avaliar o comportamento das células para formacéo dos esferoides,
dois modelos de geracéo foram testados: o modelo com a placa de 96 pocos recoberta
com agarose e 0 modelo de micromolde (MicroTissues® 3D Petri Dish®). Na figura
10 é possivel observar os microtecidos gerados na placa de 96 pocos, em que se
verifica a formacao dos esferoides apenas na concentracao de 3000 células por poco
apos 10 dias de incubacdo. Os esferoides gerados por esse modelo apresentaram
uma retracdo de volume a cada dia de incubacdo, chegando ao diametro médio de
124,3 um no décimo dia, na concentracao inicial de 3000 células por poco. Nas outras
concentracdes de células testadas ndo houve formacao dos esferoides e ao agitar a

placa, os mesmos se desfaziam e as células voltavam a ficar dispersas no poco.
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Figura 10: Monitoramento do crescimento dos esferoides gerados no modelo de placa de 96 pocgos
recobertos com agarose. A: Diferentes concentracdes de células testadas por poco; B:
Acompanhamento diario da formacéo dos esferoides iniciados com 3000 células por poco; C: Imagens
dos esferoides com a identificagdo do diametro apés 10 dias de cultivo iniciados com 3000 células por
poco. Imagens capturadas utilizando microscopio Primovert Carl Zeiss. Barra de escala 50 pm.

Para formacéo dos esferoides no modelo em placa de 96 pocos, foram testadas
diferentes concentracbes de CAL27: 500, 1000, 1500 e 3000 células por poco.
Contudo, verificou-se que as células ndo formaram estruturas esféricas estaveis e
com as renovagdes do meio de cultura visualizou-se uma desagregacao celular,
mesmo na melhor condi¢éo identificada de 3000 células por poco, o que impossibilitou

estudos mais detalhados com os esferoides gerados por esse modelo.
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Figura 11: Esferoides de CAL27 formados apds 7 dias de cultivo utilizando moldes micrométricos de
tamanho 9x9, com didmetro de 800 um, que se encaixam em placas de 12 pocos (3D Petri Dish®,
MicroTissues Inc., St. Louis, MO, USA). A: Esferoides formados em molde de agarose visualizados no
poco de uma placa com 12 pogos. B: Esferoide de CAL27 (plaqueamento inicial de 100x10* células)
visualizado em microscépio Optico com objetiva de 4X.

Os esferoides gerados com o modelo do micromolde apresentaram resultados
mais promissores comparado ao modelo da placa de 96 pocos. Na figura 11-A é
possivel observar os esferoides no molde de agarose sem o auxilio do microscopio
Optico e na figuara 11-B visualizados no microscopio com aumento de 40X. Optamos
testar esse modelo com a CAL27 para os estudos posteriores, considerando a
necessidade de otimizacéo da formacéao de esferoides em qualidade e quantidade, de

forma que fosse facilmente reproduzivel e implementado em outros laboratérios.

A técnica de geracdo de esferoides com micromoldes é simples, oferece facil
controle sobre o tamanho do poco e € compativel com as técnicas existentes, uma
vez que as células sdo confinadas espacialmente e 0s micropo¢os atuam como
centros de ligacdo celular para auto-agregacdo. Os esferoides gerados em
micropo¢os sdo mais homogéneos em tamanho em comparagdo com aqueles

gerados por técnicas convencionais (LEE; KIM, 2021). Isso pode ser comprovado por
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meio da analise da figura 12, onde € possivel visualizar os microtecidos no micromolde
em dias diferentes de cultivo. No segundo dia de cultivo, j& é possivel observar um
agregado de células mais estavel e uniforme nas duas concentracfes testadas de

CAL27, 50x10% e 100x10* células adicionadas por micromolde.

Dia 1

Fe /o 03,6 L. Area 32178,547 um? \
tensity Mean 1 i /2 Intensity Mean Value 51,130
98,426 um A 202,413 pm

50x10* células

| ’ . 2
” > y / g v
- h . Area 34205,738 um?
3 1 Intensity Mean Value 60,026"%

Intensity Mean Value 75,840

1 00X1 04 Células [ 123,663 pm sl o A 208,691 um

Figura 12: Crescimento dos esferoides gerados com micromoldes de agarose (MicroTissues® 3D Petri

Dish®) no dia 1, dia 3 e dia 7 de cultivo, com concentracdes iniciais de plagueamento 50x10*e 100x10*
células por molde. Intensity Mean Value: Valor Médio de Intensidade. Barras de escala: 50um.

5.4 Analise do didmetro dos esferoides e cinética de crescimento

Um dos primeiros estudos que utilizaram o modelo de co-cultura 3D
demonstrou que, com o passar dos dias, a tendéncia é que o diametro dos esferoides
de linhagens tumorais aumente em comparacdo com as linhagens ndo tumorais
(RAMA-ESENDAGLI et al.,, 2014). Em um dia de idade, os esferoides de CAL27

gerados pelo modelo MicroTissues® 3D Petri Dish® apresentaram diametro 91,8814
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um na densidade inicial de 50x104 células comparadas a 131,07+4 um na densidade
inicial de 100x10* células com diferenca estatisticamente significativa (Figura 13). O
mesmo efeito foi observado apds 7 dias de cultivo, com 100,61+10 um de diametro
para a densidade 50x10* células e 183,97+15 um de diametro para a densidade

100x10* células (Figura 13).

O crescimento esferoide, como o de tumores solidos, é caracterizado por uma
fase inicial de aumento de volume seguida por uma ‘esferoidizagéo/ tempo de
estabilizacdo' em que os esferoides se tornam mais regulares em forma e diminuem
de volume até atingirem uma espécie de equilibrio. Esta fase € essencial para o

complexo estrutural e organizacéo funcional do esferoide (ZANONI et al., 2019).

Densidades muito baixas de células no processo inicial de geracdo dos
esferoides resultaram em esferoides menores apdés o periodo de crescimento. As
maiores densidades de células testadas em ambos os modelos apresentaram
esferoides maiores. O crescimento dos esferoides pelo modelo de geracdo 3D Petri
Dish® apresentou 9,4% de crescimento calculado dividindo a diferenca no diametro
do esferoide entre os dias pelo didmetro no dia 1, na concentracédo de 50x10* células,

comparado a 40,36% na concentracdo de 100x10* células ap6s 7 dias de cultivo.
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Figura 13: Monitoramento do crescimento de esferoides por analise do didmetro e intensidade de
fluorescéncia usando o método Alamar Blue. A - Diametro dos esferoides gerados com o modelo de
Placa de Petri 3D MicroTissues®; B - Intensidade de fluorescéncia dos esferoides gerados com a placa
de agarose e 0 modelo de Placa de Petri 3D MicroTissues®. Os resultados sédo expressos como média
+ desvio padréo de trés experimentos independentes. Valor de p: (**) p<0.01 (***) p<0.001 e (****)
p<0.0001.

Varios fatores podem influenciar a cinética de crescimento dos esferoides

tumorais. Alguns dos principais fatores incluem tipo de célula, uma vez que diferentes
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tipos de células tumorais podem apresentar taxas de crescimento diferentes em
esferoides, densidade celular inicial, meio de cultura, matriz extracelular, oxigénio de
nutrientes, interacdo celular, dentre outros (CUI; HARTANTO; ZHANG, 2017;

FENNEMA et al., 2013; FRIEDRICH et al., 2009; LEE; KIM, 2021).

Diferentes tipos de células tumorais podem apresentar taxas de crescimento
diferentes em esferoides. Isso pode estar relacionado a sua origem, caracteristicas
genéticas e propriedades intrinsecas. A densidade de células usada para iniciar o
cultivo dos esferoides pode afetar sua taxa de crescimento. Densidades mais altas
podem resultar em um crescimento mais rapido, enquanto densidades mais baixas
podem levar a um crescimento mais lento. A composi¢ao adequada do meio de cultura
€ crucial também para fornecer as condicbes ideais de crescimento. A matriz
extracelular fornece suporte estrutural e influencia a migracédo, proliferacdo e
diferenciacdo das células. Todos esses fatores devem ser levados em consideracao
ao projetar e analisar experimentos com esferoides tumorais, pois eles podem afetar
os resultados e a interpretacdo dos estudos (CUI; HARTANTO; ZHANG, 2017,
FRIEDRICH et al., 2009; ISHIGURO et al., 2017; MEHTA et al., 2012; SAKALEM et

al., 2021).

5.5 Capacidade dos esferoides em reduzir a resazurina e tratamento com a 22-
Bhidroxitingenona

Como as estruturas dos esferoides sdo, por muitas vezes, irregulares, o
didametro ndo é uma medida precisa para avaliar a densidade. Com isso, a intensidade
da fluorescéncia pode servir também para avaliagdo da densidade celular. Além disso,

para elucidar a viabilidade de utilizagdo do modelo como uma plataforma para ensaios
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de avaliacao da viabilidade celular para prospeccéo de novas moléculas terapéuticas,
o método de reducdo da resazurina (forma oxidada) para resofurina (forma reduzida)

— Alamar Blue foi escolhido.

Em modelo 3D, apés aplicacao da solucdo de Alamar Blue, a intensidade de
fluorescéncia foi analisada e ndo houve diferenca significativa entre os resultados
utilizando o modelo de geracéo dos esferoides em placa de 96 pocos recoberta com
agarose. No modelo MicroTissues® 3D Petri Dish® observou-se uma tendéncia de
aumento na intensidade de fluorescéncia com o aumento da densidade inicial de
células. A intensidade de fluorescéncia foi maior na densidade inicial de células de
100x10* comparada a 3000 células do modelo gerado em placa de 96 pogos com

agarose (Figura 13B).

Para selecao das concentracoes teste da 22-Bhidroxitingenona (22-HTG) em
modelo tridimensional, a substancia foi testada em modelo de monocamada para
determinacao das Concentracdes Inibitérias de 50% (CI50), nas diferentes linhagens
celulares de fibroblasto humano (MRC5), queratindcito humano (HaCat) e carcinoma
de células escamosas (CAL27). A 22-HTG apresentou atividade citotoxica frente a
todas as linhagens testadas e ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
os valores obtidos nos tempos de tratamento de 48 e 72 horas (Tabela 3). Com isso,
o tempo de tratamento de 48 horas foi selecionado para os ensaios em pele humana

reconstruida.
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Tabela 3: Viabilidade celular de fibroblastos humanos (MRC5), queratinécitos humanos (HaCat) e
linhagem de carcinoma de células escamosas (CAL27) ap6s tratamento com a 22-HTG de 24, 48 e 72
horas. DOX: Doxorrubicina.

CI50% em pM

(Intervalo de confianca de 95%)

MRC5 HACAT CAL27
e 24 48 72 24 48 72 24 48 72
(horas)
22.HTG 2,448 2,088 1,921 6,536 2,258 3,757 5,154 3,014 1,698
(2,1-2,8) (1,9-2,3) (1,8-2,1) (0,5-8,8) (1,8-2,8) (2,7-3,9) (4,4-5,9) (1,8-3,3) (1,5-1,9)
0,006
DOX 3,903 0,4323 0,34 0,3140 0,0257 0,0498 3,020 0,031 0,002
(3,2-4,8) (0,4-48) (0,3-0,4) | (0,3-0,4) (0,1-0,5) (0,01-0,05) | (2,1-4,3)  (0,01-0,05) (o, 02) )

O tratamento dos esferoides (Cal 27) com 22-HTG utilizando o modelo do

micromolde, promoveu uma diminuicdo do diametro dos esferoides apds tratamento

com 22-HTG nas concentracdes 1 e 2,5uM, com inibicdo do crescimento celular em

torno de 10% nas concentracdes testadas. A viabilidade celular no modelo de

esferoide foi reduzida na presenca da 22-HTG nas trés concentracOes testadas

comparado ao controle negativo. A atividade citotoxica da 22-HTG na concentracdo

de 2,5 uM foi semelhante a da cisplatina testada na concentracdo delOuM (Figura

14).
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Figura 14: Comportamento dos esferoides de carcinoma de células escamosas (CAL27) frente ao
tratamento com 22-HTG. A: Imagens representativas dos esferoides tratados com 22-HTG; B: Diametro
dos esferoides ap0s tratamento com 22-HTG; C: Percentual de inibicdo do crescimento tumoral dos
esferoides tratados com 22-HTG comparado ao controle negativo; D: Porcentagem de viabilidade
celular da CAL27 apo6s tratamento de 48 horas com 22-HTG e cisplatina (10 pM). Valor de p: (***¥)
p<0.0001. Barras de escala: 50 pum.

Os resultados do ensaio de viabilidade celular em modelo de esferoide,
apontam o potencial citotoxico da 22-HTG frente as linhagens de carcinoma de células
escamosas em modelo 3D, reforcando que mais estudos com essa substancia séo

necessarios a fim de elucidar seu potencial citotoxico. Em todas as concentracdes de
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22-HTG testadas, a viabilidade ainda ficou acima de 50%, maior que no modelo em

monocamada, reforgando assim a influéncia do ambiente 3D na resposta celular.

Em modelo 2D, a 22-HTG apresentou CI50% de 3,014+1,8-3,3uM frente a
linhagem de CAL27 apds 48 de cultivo. Em 72 horas, o potencial citotoxico da 22-HTG
aumenta com valor de CI50% igual a 1,698+1,5-1,9uM. Em estudo que avaliou a
atividade citotoxica da 22-HTG em um painel de 13 diferentes linhagens celulares
cultivadas em monocamada, frente a linhagem de CAL27, a 22-HTG apresentou
CI50% igual a 1,26+0,86-1,76uM. Nesse mesmo estudo, em MRC5 a 22-HTG
apresentou CI50% igual a 2,82+2,36-3,37uM apoOs 72 horas de tratamento

(RODRIGUES et al., 2021).

No modelo tridimensional de cultivo de células em esferoide de CAL27, a
atividade citotéxica da 22-HTG reduziu em comparacdo ao modelo em monocamada,
com viabilidade celular em torno de 61,6% ap0s 48 horas de exposicao a 22-HTG na
concentracdo de 2,5uM. Esses resultados confirmam que o0 microambiente
tridimensional (3D) dos esferoides tumorais pode ter uma influéncia significativa na
resposta ao tratamento com substancias citotoxicas em modelos de cancer. Ao
contrario das células cancerosas cultivadas em placas de cultura bidimensionais, os
esferoides tumorais formam uma estrutura tridimensional que proporciona um

ambiente mais semelhante ao encontrado nos tumores reais.

Aranha et al. (2021), em estudo que avaliou a atividade da 22-HTG na invaséo
e supressado de células de melanoma, dados da citotoxicidade da substancia foram
apresentados em diferentes linhagens de células cultivadas em monocamada. Frente

a linhagem de MRCS5, a 22-HTG apresentou CI50 de 2,61+2,29-2,95uM apés 72 horas
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de tratamento e frente a linhagem de melanoma humano (SK-MEL-28) CI50 de

3,2+3,05-3,37pM.

A utilizacdo de modelos de esferoides tumorais proporciona um ambiente mais
fisiologicamente relevante, onde as células tumorais podem interagir e se comportar
de maneira semelhante ao que ocorre in vivo. ISso pode resultar em respostas mais
precisas e previsiveis quanto a eficacia e toxicidade de substancias em potencial

(LEE; KIM, 2021; ZANONI et al., 2019, 2020).

5.6 Andlise do centro necroético

Um esferoide pode ser dividido em trés zonas, nomeadamente, a zona
necrotica no interior, a zona quiescente no meio e a zona proliferativa no exterior.
Células mortas (zonas quiescentes e necréticas) podem ser resultantes da falta de
nutricdo e oxigénio no interior, enquanto a proliferacao celular externa é realizada na
superficie do esferoide (NATH; DEVI, 2016). A marcacdo com Acridina Orange e
Brometo de Etidio foi utilizada para visualizar o nucleo necrético e células viaveis dos

esferoides.

Na figura 15 é possivel observar a marcacéo das células vidveis em verde com
a Acridina Orange e o nucleo necrético com a marcacao em vermelho com Brometo
de Etideo, evidenciando a formac¢do de centro com hipoxia em ambas as condi¢cbes
de densidades iniciais de células testadas, 50x10* e 100x10* no modelo
MicroTissues® 3D Petri Dish®. As células centrais dos esferoides perdem a

viabilidade em fungéo da dificuldade de acesso aos nutrientes e oxigénio. Devido a
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natureza tridimensional dos esferoides, os gradientes de nutrientes, oxigénio e pH
estabelecem-se ao longo do tempo, assemelhando-se melhor ao microambiente
fisioldégico dos tumores solidos em que a distancia dos vasos sanguineos da origem a

estes (BRUNINGK; RIVENS, 2020).

Acridine Orange Ethidium Bromide

50x10* cells

100x10* cells

Figura 15: Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia de esferoides gerados com o
modelo MicroTissues® 3D Petri Dish® nas densidades iniciais de células de 50x104 e 100x104 apdés 7
dias. A fluorescéncia verde indica a coloracdo com Acridine Orange nas células vivas e a fluorescéncia
vermelha indica a coloragdo com Brometo de Etidio nas células mortas. As imagens foram adquiridas
com o software de imagem NIS-Elements 4.30.01 (Nikon Instruments, Melville, NY). As barras de escala
representam 50 e 100 pm.

Em pesquisas oncoldgicas, varios estudos mostraram que tumores cultivados
em monocamada S80 sensiveis a varios agentes gquimioterapicos, enquanto as
mesmas células cultivadas em forma de esferoides sdo resistentes a eles. Por outro
lado, alguns medicamentos so séo eficazes em ambiente 3D. O modelo de esferoides
€ particularmente vantajoso para a pesquisa do cancer devido a semelhangca com

nédulos tumorais ndo vascularizados, apresentando hipdxia central e diferentes
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regibes de cultivo. No entanto, € importante destacar que os esferoides podem
desenvolver necrose central, o que exige atencdo dos pesquisadores na conducgao

dos experimentos (SAKALEM et al., 2021; VERJANS et al., 2018).

Laranja de Acridina Brometo de Etideo

CN

22-HTG
1,25uM

22-HTG
2,5uM

Cisplatina
10uM

Figura 16: Imagens representativas de microscopia de fluorescéncia de esferoides gerados com o
modelo MicroTissues® 3D tratados com 22- Bhidroxitingenona (22HTG) nas concentra¢des 1,25 e 2,5
MM eCisplatina na concentracdo de 10puM apds 48 horas de tratamento. As barras de escala
representam 100 um.
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O tratamento de 48 horas com 22-Bhidroxitingenona promoveu uma diminui¢cao
da marcacao do centro necrético e aumento da necrose em células da periferia do
tumor, nas concentragdes testadas 1,25 e 2,5 uM. O mesmo efeito foi observado com
a Cisplatina na concentracdo de 10 pM. O efeito na desagregacdo das células dos
esferoides foi observado quando tratados na concentragdo de 2,5 uM, reforgcando
assim, o efeito da 22- Bhidroxitingenona nas células da linhagem CAL27, mesmo em

estrutura tridimensional de esferoide (Figura 16).

Estudos apontam que o efeito das substancias no centro necrético dos
esferoides tumorais gerados in vitro pode variar dependendo da substancia e das
condigBes experimentais. O centro necroético se forma nos esferoides tumorais devido
a falta de nutrientes e oxigénio adequados no seu interior. Esse mesmo mecanismo
ocorre nos tumores in vivo, entretanto, vias de angiogénese séo ativadas para
promover o aporte de oxigénio e sobrevida das células tumorais (DASTER et al., 2017;

SONG; NAJJAR; DILLER, 2014).

Alguns compostos quimioterapicos, como a doxorrubicina, podem causar a
morte de células tumorais no centro necrético, levando a um aumento da area
necrética. Outras substancias, como agentes antiangiogénicos, como € o caso da
cisplatina, podem inibir a formacdo de vasos sanguineos e, consequentemente,
reduzir o suprimento de nutrientes para as células do centro necrético, aumentando
sua extensado. Além disso, algumas terapias dirigidas especificas podem ter como alvo
vias metabdlicas nas células tumorais, causando uma reducdo do metabolismo e,
eventualmente, levando a morte celular no centro necrético (KANTAPAN et al., 2022;

ZHANG et al., 2020).
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A cisplatina € um agente quimioterapico amplamente utilizado no tratamento de
diversos tipos de céancer. Seu mecanismo de a¢cao envolve a formacao de ligagbes
covalentes com o DNA das células cancerigenas, levando a danos no material
genético e a morte celular. A cisplatina é conhecida por ter uma preferéncia por células
proliferativas, ou seja, células que estéo se dividindo ativamente (ALDOSSARY, 2019;
FUERTES et al., 2003). Uma vez que o centro necrético em esferoides tumorais in
vitro é composto principalmente por células que estdo em um ambiente de hipdxia e
baixa proliferacdo, € possivel que a resposta a cisplatina seja limitada nessa regiéao

(KANTAPAN et al., 2022).

No entanto, estudos mostraram que a cisplatina pode penetrar no centro
necrotico e causar a morte celular nas células que ainda estdo viaveis ou que estao
na periferia dessa area (ONO et al., 2022). Esse efeito foi observado ao tratar os
esferoides com cisplatina 10uM, onde observou-se o aumento da necrose nas células
da periferia do tumor. Além disso, a cisplatina também pode afetar indiretamente o
centro necrético por meio de seu efeito nas células adjacentes, como a inibicdo do
crescimento de vasos sanguineos que fornecem nutrientes ao tumor (CLOSE;

JOHNSTON, 2022; FUERTES et al., 2003).

Em resumo, embora o centro necroético possa ser menos sensivel a cisplatina
devido as suas caracteristicas de hipdxia e baixa proliferacédo, ainda pode haver algum
impacto nas células viaveis préximas ao centro necrético € nos mecanismos
adjacentes ao tumor. No entanto, a resposta especifica dependera das caracteristicas
do tumor, da dose da substancia e do ambiente experimental em questido (DASTER

et al., 2017; FUERTES et al., 2003).
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Frente a linhagem de melanoma humano (SKMEL-28), a 22-Bhidroxitigenona
reduziu a proliferacdo celular, migracdo e invasdo das células em modelo de
monocamada (ARANHA et al., 2020, 2021). Em modelo tridimensional de cultura
celular, bem como, frente a linhagem CAL27, a 22-Bhidroxitingenona nao havia sido
estudada, sendo importante a contribuicdo dos resultados obtidos nessa tese. No
entanto, € importante ressaltar que a resposta das células tumorais e o efeito das
substancias em geral, podem variar dependendo do tipo de tumor, da linhagem celular
utilizada, das doses administradas e das condicdes experimentais. Portanto, estudos
especificos sdo necessarios para avaliar o efeito da 22-Bhidroxitingenona no centro

necrotico dos esferoides tumorais gerados in vitro.

5.7 Estabelecimento dos modelos 3D com carcinoma de células escamosas

Os tecidos de carcinoma de células escamosas (CCE-Skin) foram constituidos
com linhagem celular de CAL-27 (15x10* células por pele) plagueadas juntamente
com os queratinécitos da matriz epidérmica, sobre os fibroblastos da matriz dérmica
embebidos em colageno tipo I, mantidos por 10 dias de cultivo. Os cortes histoldgicos
corados com Hematoxilina e Eosina apresentaram duas camadas principais, uma
superior constituida de células com nucleo e citoplasma bem definidos e dispostos de
forma continua sobre a matriz dérmica e alguns pontos de invasao de agregados
celulares, que ainda serdo marcadas por imuno-histoquimica a fim de determinar qual
a linhagem responséavel por esse efeito. A camada inferior da matriz dérmica
apresentou células com nucleos bem corados distribuidas sobre a matriz de colageno

tipo | bem definido (Figura 17).
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Figura 17: Cortes histologicos da pele humana reconstruida com linhagem celular de carcinoma de
células escamosas (CCE-Skin) cultivadas no periodo de 10 dias coradas com Hematoxilina e Eosina.
As peles com carcinoma de células escamosas apresentaram camadas continuas de células bem
marcadas na epiderme e células no tecido conjuntivo da derme. A — Aumento 20x; B — Aumento 100x.

No modelo CCE-InSitu, os esferoides implantados na pele podem ser vistos
sem o auxilio do microscépio, como mostrado na Figura 18, o que facilita muitas vezes
até a manipulacdo, uma vez que pode ser confirmada previamente a implantacao dos
esferoides no momento da manipulagdo em bancada. Com o auxilio do microscépio,
os esferoides do modelo CCE-InSitu apresentaram didmetro médio de 234,52 + 34

um.

O carcinoma in situ € um estagio inicial de cancer no qual as células cancerosas
estdo presentes apenas no local onde se originaram e nao invadiram tecidos
adjacentes. "In situ" € uma expressao em latim que significa "no local" ou "no lugar".
Uma das caracteristicas do carcinoma in situ € que as células cancerosas mantém

sua arquitetura e estrutura normais, sem invadir os tecidos vizinhos ou vasos

sanguineos. No entanto, as células tém o potencial de se tornar invasivas e se
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espalhar se nédo forem tratadas (AASI & HONG, 2023; ALAM; RATNER, 2001,

WALDMAN; SCHMULTS, 2019).

Area 66311,507 pim?
Intensitv'Mean Value 191,943

290,569 um

Figura 18: Peles humanas reconstruidas HaCat Skin (A) e CCElnsitu (B) visualizadas sem o auxilio do
microscopio e visualizagao dos esferoides do modelo CCEInSitu em microscépio 6ptico (C), aumento
10X. Barra de escala: 50 um.

Os modelos experimentais que utilizam células tumorais ou células normais
modificadas para adquirir caracteristicas de carcinoma in situ in vitro, como o modelo
desenvolvido nessa tese, desempenham um papel crucial na mimetizacdo do
carcinoma in situ e sdo ferramentas valiosas para a pesquisa e compreensao dessa
condicdo pré-invasiva do cancer. Esses modelos permitem o estudo detalhado da
biologia do carcinoma, fornecendo informacdes sobre as alteracdes moleculares,

sinalizacao celular e comportamento das células cancerosas antes da invasdo dos



80

tecidos adjacentes, pesquisa de novos tratamentos, biomarcadores, e séo alternativas
éticas e promissoras aos estudos em animais, permitindo a realizagcdo de
experimentos mais controlados e repetitivos, diminuindo a necessidade de testes
invasivos em animais (BRAUCHLE et al., 2013; BROCK et al., 2019; POENICK et al.,

2014).

5.8 Viabilidade celular nos modelos HaCat-Skin, CCE-Skin e CCEinsitu

O tratamento de 48h com 22-Bhidrotingenona (2,5 uM) promoveu uma reducao
de 86,1% da viabilidade celular no modelo HaCat-Skin contra 56% de reducdo no
modelo CCE-Skin e 45% comparado ao modelo CCE-InSitu, evidenciando a
citotoxicidade do composto nos dois modelos, sendo maior a citotoxicidade no modelo

sem as células tumorais (Figura 19).

A toxicidade de substancias pode variar dependendo do modelo experimental
utilizado para avalia-la. Geralmente, os modelos ndo tumorais (ou modelos saudaveis)
tendem a apresentar maior sensibilidade a toxicidade de certas substancias em
comparacdo aos modelos tumorais. Fatores como taxa de proliferacdo celular,
metabolismo celular, heterogeneidade celular e microambiente tumoral devem ser
observados ao estudar a toxicidade de novas substancias com potencial biol6gico

(ASTASHKINA; MANN; GRAINGER, 2012; NUNES et al., 2019).

Modelos tumorais sédo caracterizados por uma rapida proliferacéo celular, o que
pode afetar sua resposta a toxicidade de substancias. As células tumorais
frequentemente apresentam resisténcia a danos celulares e podem ser menos

suscetiveis a certos agentes toxicos em comparacdo as ceélulas normais, que
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geralmente possuem uma taxa de proliferacdo mais lenta (KOROKNAI et al., 2020;

NIERO et al., 2014).
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Figura 19: Viabilidade celular das peles humanas reconstruidas in vitro ndo tratadas e tratadas com 22-
HTG apos 48 horas de tratamento. A: Hacat-Skin; B: CCE-Skin e C: CCElnsitu. Valor de p: (**) p<0.01;
(***) p<0.001 e (****) p<0.0001.

Além disso, tumores geralmente apresentam uma populacao heterogénea de
células, com diferentes caracteristicas genéticas e fenotipicas. Essa heterogeneidade
pode resultar em diferentes respostas a toxicidade de substancias dentro do tumor.
Enquanto algumas células tumorais podem ser altamente sensiveis a uma substancia,
outras podem ser resistentes, diminuindo a toxicidade geral observada no modelo
tumoral. O microambiente em que as células tumorais estdo inseridas também pode
influenciar a resposta a toxicidade de substancias. Fatores como a disponibilidade de

nutrientes, a presenca de células imunes e a vascularizacao do tumor podem modular
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a resposta das células tumorais a exposicéo a agentes toxicos (DASTER et al., 2017;

GREEN; YAMADA, 2007; MBEUNKUI; JOHANN, 2009; NOWACKA et al., 2021).

No entanto, € importante ressaltar que a toxicidade observada em modelos ndo
tumorais ndo necessariamente se traduzird em toxicidade em seres humanos ou em
modelos tumorais. Cada modelo experimental tem suas limitacbes e é necessario
considerar varios fatores ao avaliar a toxicidade de substéancias, incluindo a relevancia
biolégica e a aplicacao clinica dos resultados (ASTASHKINA; MANN; GRAINGER,

2012; PEDROSA; CATARINO; PENNACCHI, 2017).

5.9 Avaliacdo da atividade proteolitica de metaloproteinases de matriz por
zimografia em gel

Afim de determinar a aplicacdo dos modelos para avaliacdo da atividade
proteolitica de metaloproteinases 2 (MMP-2) e 9 (MMP-9), aliquotas dos meios de
cultivo dos tecidos foram coletadas apos 1, 7 e 10 dias. Os resultados apresentados
na figura 20 apontam a presenca de atividade proteolitica das metaloproteinases de
matriz 2 e 9 nos modelos HaCat-Skin, CCE-Skin e CCEInSitu, principalmente nos
ultimos dias de cultivo (7 e 10 dias), o que permite afirmar a aplicabilidade do modelo

para este ensaio de invasao celular quando testadas as substancias futuramente.
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Figura 20: Atividade de metaloproteinases 2 e 9 em sobrenadante de peles humanas reconstruidas
sem célula tumoral (Hacat-Skin) e tumoral com carcinoma de células escamosas (CCE-Skin) ap6s 1, 7
e 10 dias de cultivo.

As metaloproteinases de matriz (MMPSs) sdo enzimas que desempenham um
papel importante na remodelacdo da matriz extracelular (MEC) durante processos
fisiologicos e patologicos. Elas estdo envolvidas em varias funcdes celulares, incluindo
migracao, proliferacdo, adeséo e sinalizacao celular. Quando se trata de estudar as
MMPs em um modelo tridimensional de cultura celular, é possivel investigar sua
atividade e funcdo em condi¢cdes que mais se assemelham ao ambiente in vivo. A
vantagem desse método € a utilizacdo do meio sobrenadante de cultivo dos tecidos,
otimizando assim os modelos (MARTINEZ-GARCIA et al., 2022; SNOEK-VAN

BEURDEN et al., 2005).
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5.10 Zimografia in situ

As metaloproteinases (MMPs), também conhecidas como metaloproteinases
da matriz, sdo uma familia de enzimas envolvidas na remodelacéo e degradacéo da
matriz extracelular. A matriz extracelular € uma rede complexa de moléculas, como
colageno, elastina e proteoglicanos, que fornecem suporte estrutural e funcional aos
tecidos. Essas enzimas desempenham um papel fundamental na regulacdo da matriz
extracelular, permitindo a remodelagdo adequada durante processos fisiologicos,
como crescimento e desenvolvimento, cicatrizacdo de feridas e resposta imune. No
entanto, quando desreguladas, essas enzimas também estdo associadas a diversas
doencas, incluindo cancer, doencgas inflamatorias e doencgas do tecido conectivo (HU;
BEETON, 2010; MARTINEZ-GARCIA et al., 2022; SNOEK-VAN BEURDEN et al.,

2005).

No ensaio de zimografia in situ, apds tratamento de 48 horas da 22-HTG em
modelo de pele humana reconstruida com esferoides de CAL27, CCE-InSitu,
observou-se pontos de fluorescéncia verde em vérias partes do tecido e a intensidade
de fluorescéncia mensurada, apresentou reducdo com o tratamento da 22-HTG na
concentracéo de 2,5 uM, comparado ao controle negativo. Esses resultados reforcam
uma possivel inibicdo de metaloproteinases por acdo da 22-HTG nessa concentracao
(Figura 21). Entretanto, é importante ressaltar que o DQ™ Gelatin € um substrato
especifico para as MMPs, mas é sensivel a outras enzimas que também podem clivar
a gelatina. Portanto, é necessario considerar cuidadosamente a especificidade e o
controle experimental adequado ao realizar a avaliagdo das MMPs usando essa

técnica (FREDERIKS; MOOK, 2004).
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Figura 21: Zimografia in situ em modelo de pele humana reconstruida com esferoides de carcinoma de
células escamosas (CCElnsitu) tratados com 22-Bhidroxitingenona (22-HTG) apés 48 horas. A
fluorescéncia na cor verde devido a atividade gelatinolitica foi encontrada na matriz extracelular dos
tumores na pele. A: Imagens capturadas com fluorescéncia. Barra de escalas: 100 um. B: Analise
quantitativa da fluorescéncia na zimografia in situ.

Na zimografia in situ com gelatina DQ, a fluorescéncia verde ocorre devido a
clivagem da gelatina DQ por atividade gelatinolitica presente no tecido. A gelatina DQ
€ um substrato fluorogénico que emite fluorescéncia quando é clivado por enzimas
gelatinoliticas, como as metaloproteinases da matriz (MMPs). Quando a gelatina DQ
€ aplicada em uma secédo de tecido ou em uma preparacdo de células, as enzimas
gelatinoliticas ativas no tecido irdo clivar a gelatina DQ, resultando na liberacdo de
fragmentos de gelatina marcados com uma molécula que emite fluorescéncia verde

(FREDERIKS; MOOK, 2004; MOOK et al., 2003).

Os fragmentos de gelatina clivados, que estéo ligados a molécula fluorescente,
se acumulam nos locais de atividade gelatinolitica no tecido, gerando pontos de

fluorescéncia verde visiveis sob um microscopio de fluorescéncia. Portanto, a
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fluorescéncia verde observada na zimografia in situ com gelatina DQ indica a
presenca de atividade gelatinolitica no tecido analisado. Essa técnica € especialmente
util para estudar a atividade das MMPs e outras enzimas que clivam a gelatina na
matriz extracelular e nos tecidos (GEORGE; & JOHNSON, 2010; HADLER-OLSEN et al.,

2010).

A andlise da atividade das MMPs usando DQ™ Gelatin pode fornecer
informacdes sobre o perfil de expressao e atividade dessas enzimas na pele. Isso é
relevante para compreender os processos de remodelacdo da matriz extracelular na
pele normal e em condicbes patoldgicas, permitindo o estudo de mecanismos
envolvidos em processos como cicatrizacdo, envelhecimento cutaneo e doencas
dermatolégicas (FREDERIKS; MOOK, 2004; HU; BEETON, 2010; MOOK et al., 2003;

VANDOOREN et al., 2013).
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6 CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel estabelecer um modelo de carcinoma in situ com
linhagens de células escamosas em pele humana equivalente in vitro para aplicagédo
de testes bioldgicos. Foram realizados experimentos para o desenvolvimento de trés
microambientes celulares, pele sem células tumorais (HaCat-Skin), pele com
carcinoma de células escamosas (CCE-Skin) e pele com esferoides de carcinoma de

células escamosas (CCE Insitu).

O modelo HaCat Skin conseguiu diferenciar as substancias com potencial de
irritacdo cutanea, indicado por reducédo da viabilidade celular, bem como, permear a
cafeina de forma que foi possivel dosa-la no meio receptor. Esses resultados obtidos
foram fundamentais para contribuir com métodos alternativos ao uso de animais em
experimentacéo para estudo da irritagdo cutanea, bem como, permeacao, e entender
0 comportamento das substancias e sua interacdo com a pele humana em um
ambiente controlado nas condicdes do modelo desenvolvidas neste trabalho,
permitindo assim, o estabelecimento de parametros que norteiem experimentos e
avaliacdes futuras sobre a seguranca de produtos farmacéuticos e similares que

venham a ser testados nas mesmas condi¢des.

Outro aspecto importante deste trabalho foi a analise do efeito de substancias
citotdxicas sobre as células tumorais presentes no microambiente tridimensional do
carcinoma de células escamosas in vitro. Essa analise permitiu avaliar a eficacia da
22-Bhidroxitingenona na inibicdo do crescimento e proliferacdo das células tumorais
em modelo 3D de cultura de células, fornecendo informagdes valiosas para o estudo

dessa substancia.
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A presenca de atividade proteolitica das metaloproteinases de matriz 2 e 9 nos
modelos HaCat-Skin, CCE-Skin e CCEIlnsitu contribui com uma metodologia que pode
ser utilizada para ensaios de avaliacdo da invaséo tumoral através dos modelos de
carcinoma de células escamosas in vitro, contribuindo assim, no entendimento dos
mecanismos de invasao das células tumorais e na identificacdo de potenciais alvos
terapéuticos para inibir ou prevenir a disseminagdo do carcinoma de células

escamaosas.

Em suma, este estudo proporcionou uma compreensao mais aprofundada do
modelo de carcinoma de células escamosas em pele humana equivalente in vitro e
seus aspectos morfologicos, estruturais e funcionais. Os resultados obtidos sao
relevantes para o avanco da pesquisa nas areas de cultura 3D e podem contribuir
para o desenvolvimento de novos modelos para o estudo cancer, principalmente do
carcinoma in situ. Nesse sentido, os resultados dessa tese podem ser utilizados como
base para o desenvolvimento de outros modelos de carcinoma in situ com outras

linhagens celulares.

Vale ressaltar que mais estudos devem ser realizados para validar os modelos,
a fim, de que possam ser utilizados com seguranca e alta reprodutibilidade pelos
laboratorios de pesquisa e desenvolvimento. Além disso, uma vez com o modelo base
desenvolvido, varios outros estudos de aplicabilidade podem ser realizados, incluindo
desenvolvimento de modelos mais complexos com outros tipos de células, estudos de

biomarcadores, estudos de progressao e invasdo do cancer e outras doencas.
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ANEXO |

Cromatogramas ilustrativos do ensaio de permeacdo da cafeina em modelo de pele humana
reconstruida in vitro (HaCat Skin) desenvolvido em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
dosagens realizadas no meio receptor.

a. Solucédo Padrdo de Cafeina 500ug/mL
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b. Tempo 1 — 15 minutos
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c. Tempo 2 — 30 minutos
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e. Tempo 4 -1 hora
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g. Tempo 6 — 3 horas
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h. Tempo 7 — 4 horas
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(57) Resumo: PELE HUMANA EQUIVALENE RECONSTRUIDA IN VITRO UTILIZANDO CELULAS DE CULTURA
PERMANENTE € uma invengéo que esta relacionada com as areas de pesquisa e desenvolvimento de métodos alternativos ao
uso de animais em experimentacdo, toxicologia e farmacologia, compreendendo um modelo de pele humana reconstruida in vitro
totalmente constituida de células humanas (fibroblastos e queratindcitos) de cultura permanente, para utilizagdo em modelos de
estudos de avaliagdo da seguranca de potenciais cosméticos e medicamentos, por meio de ensaios de citotoxicidade e
genotoxicidade. Esta descoberta pode conduzir os estudos de desenvolvimento de novos métodos alternativos ao uso de animais
na experimentacao.
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