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RESUMO

O~

A pele age como uma protecdo a estimulos biomecanicos, mantém a homeostase e
responsavel pela termorregulagdo. Quando lesionada, o organismo ¢ capaz de fechar a
ferida, porém caso a lesdo seja grande, a cicatrizacdo ¢ prejudicada e o organismo ¢
exposto a infec¢des. A Engenharia Tecidual pode ser usada para desenvolver estruturas
vivas que poderiam restaurar a pele danificada. Além dessa aplicagdo, essa area vem
sendo explorada para produ¢do de substitutos dérmicos usados em testes toxicoldgicos e
de eficicia de produtos farmacéuticos e cosméticos. A chamada triade da Engenharia
Tecidual é composta por células, arcabougos e estimulos, sendo a escolha do material do
arcabouco importante, pois influencia na formag¢ao do tecido. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o crescimento de fibroblastos em uma matriz de blenda polimérica fibrosa,
testando sua biocompatibilidade e capacidade proliferativa de fibroblastos para construgdo
de um substituto de pele nacional in vitro. Os ensaios de colorimetria e de
imunofluoréscencia associados mostraram que as células se mantiveram integras, sem
nenhuma alteracdo morfoldgica, cresceram em profundidade e conseguiram produzir
matriz extracelular enddgena. Ademais, os resultados sobre a viabilidade celular
mostraram que o material nao foi citotoxico. Portanto, pdde-se concluir que os arcabougos
utilizados neste trabalho se mostraram promissores para o desenvolvimento de substituto

dérmico.

Palavras-chave: Pele, Engenharia Tecidual, Biomateriais, Nanotecnologia, Medicina

Regenerativa, Arcabougos, Nanoparticulas.



ABSTRACT

The skin acts as a protection against biomechanical stimuli, maintains homeostasis and is
responsible for thermoregulation. When injured, the body is able to close the wound, but
if the injury is large, the healing is impaired, and the body is exposed to infections. Tissue
Engineering aims to develop living structures that could restore damaged skin. In addition
to this application, this area has been explored for the production of dermal substitutes
used in toxicological and efficacy tests of pharmaceuticals and cosmetics. The so-called
triad of Tissue Engineering is composed of cells, scaffolds and stimuli, and the choice of
the scaffold material has an important role because it influences the formation of the
tissue. The objective of this work was to evaluate the cellular growth of skin cells in a
matrix of fibrous polymeric blends, testing its biocompatibility and capacity of
proliferation of fibroblasts to build a national skin substitute in vitro. The associated
colorimetry and immunofluorescence assays showed that the cells remained intact,
without any morphological alteration, grew in depth and were able to produce endogenous
extracellular matrix. In addition, the results on cell viability showed that the material is
not cytotoxic. Therefore, it could be concluded that the scaffolds used in this work could
be considered promising for the development of a dermal replacement.

Keywords: Skin, Tissue Engineering, Biomaterials, Nanotechnology, Regenerative

Medicine, Scaffolds, Nanoparticule.
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1 INTRODUCAO

1.1 ENGENHARIA TECIDUAL

A Engenharia Tecidual (ET) compreende um campo vasto e interdisciplinar de
estudos que combina conhecimentos aplicados em pesquisa clinica, biomecanica, biofisica
e biomateriais com intuito de desenvolver suportes biocompativeis que auxiliem na
regeneragdo ou substitui¢ao de tecidos perdidos ou o6rgaos danificados (BERTHIAUME;
MAGUIRE; YARMUSH, 2011).

A origem do termo e o conceito que o acompanha foram introduzidos durante o |
Encontro da Fundacao de Ciéncia Nacional (National Science Foundation - NSF) em 1988.
O conceito mais difundido do termo Engenharia Tecidual ocorreu com a publicagdao, em
1993, de um artigo na Science por Robert Langer e Joseph Vacanti. Esses definiram a area
como: “drea interdisciplinar que aplica principios de engenharia e ciéncias da vida
através do desenvolvimento de substitutos biologicos que restauram, mantém, ou melhoram
a fungado tecidual (LANGER; VACANTI, 1993).

A Engenharia Tecidual usa células vivas, materiais biocompativeis, estimulos
bioquimicos (fatores de crescimento) e fisicos adequados, bem como combinagdes desses,
para criar estruturas semelhantes a tecidos ou estimular a recuperagdo de tecidos ja
existentes. A partir desse conceito, pode-se dizer que existem duas estratégias principais na
ET (Figura 1); a primeira requer geracdo in vitro do tecido, através do isolamento e
expansao de células de linhagem ou autélogas e sua semeacdo em arcabougo apropriado.
Posteriormente, as células nesse conjunto sao cultivadas para formagao de tecidos in vitro,
para por fim esse construido ser implantado no paciente. Ja a segunda estratégia chamada
de Engenharia Tecidual in sifu, contorna a extensa fase de cultura de tecido in vitro por
implantacdo direta do arcabougo pré-semeado com células ou ndo, que objetiva a potencial
atragdo celular do hospedeiro e subsequente remodelagdo in vivo (BERTHIAUME et al.,
2011; WEBER et al., 2012; JANA et al., 2014).

13



14

Figura 1 — Diagrama das duas principais estratégias na Engenharia Tecidual.
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Fonte: autoria propria através do software online BioRender.

Essa area de pesquisa surgiu como solugdo terapéutica a critica situagdo de alta
demanda de transplante de orgdos e de escassez de oOrgdos doados. Além disso, ela
configura como uma alternativa ao uso de animais para testes laboratoriais de grandes
empresas de farmacos, cosméticos, tatuagens e afins (SHAFIEE; ATALA, 2017).

Transplante de orgdos ¢ a melhor e por muitas vezes a Unica forma de tratamento
quando o paciente se encontra em estagio avangado de faléncia do 6rgdo ou ferida extensa
(RUDGE et al., 2012). A problemadtica em feridas extensas ocasionadas por queimaduras
severas, Ulceras de pele ou traumas diversos € preocupante pois comprometem a imunidade
do paciente, deixando-o exposto a novas infec¢des e outras decorréncias, podendo levar o
mesmo a obito (CHURCH et al., 2006; LOSS et al., 2000; PEREZ-FAVILA et al., 2019).
Da mesma maneira que hd escassez de doadores disponiveis, pode ocorrer a rejei¢do do

organismo ao Orgdo transplantado por incompatibilidade, o que poderia ser minimizado



com a engenharia tecidual através do uso de células autdlogas (do proprio paciente)
(FURTH; ATALA, 2013; LAVIK; LANGER, 2004).

Também se vé€ a importancia da area de estudo de Engenharia Tecidual quando ha o
crescente incentivo legal em fomento de outras opgdes de testes toxicoldgicos, cosméticos e
demais alternativas aos testes em animais. Em 2014, por meio das Resolugdes Normativas
n° 17 e n° 18 do Conselho Nacional de Experimentagdo Animal (CONCEA), foi
estabelecido que houvesse a diminui¢ao ou substituicdo do uso de animais por métodos
alternativos em pesquisas no Brasil.

Essas novas metodologias sdo validadas por véarios paises € possuem aceitagio
regulatoria internacional. Além das preocupagdes éticas em relagdo a experimentacio
animal, também ¢ repetidamente demonstrado que nem todos os modelos animais
representam de forma fiel a biologia humana, por isso, podem resultar em dados incorretos.
Em consequéncia a essa inadequagdo, ¢ crescente a procura de alternativas, uma delas

sendo o desenvolvimento de tecnologias médicas que mimetizam um organismo ou parte

dele (HOLMES; BROWN; SHAKESHEFF, 2009).

1.2 BIOMATERIAIS E ARCABOUCOS

O ponto chave para conquista de bons resultados dentro da Engenharia Tecidual
recai sobre o desempenho do ambiente onde sucede o crescimento celular, permitindo que a
atividade celular ocorra como se estivesse no tecido nativo. Por essa razdo, muitas
pesquisas da area de Engenharia Tecidual tém como foco o desenvolvimento e
caracterizacdo de arcabougos, estruturas que proporcionam apoio tridimensional, com
particularidades que permitam o desenvolvimento das células até que elas sejam capazes de
produzir sua propria matriz extracelular (MEC) (CARLETTL; MOTTA; MIGLIARESI,
2011). Em resumo, caracteristicas como arquitetura € composi¢do de um arcabougo visam
colaborar para a proliferagdo, o crescimento e a migracdo celulares semelhantes aos
nativos, sendo esse um desafio na elaboracdo de um arcabouco ideal.

Para cumprir adequadamente sua funcdo, um arcabougo deve ser composto por
materiais biocompativeis e biodegradaveis. Biocompatibilidade ¢ a base para o uso de
arcabougos em Engenharia Tecidual, pois refere-se a interagdo do tecido e o sistema
bioldgico, pois a resposta inflamatoria do organismo deve ser controlada para ser a minima

possivel. A degradagdo do material deve acontecer de tal forma que nao desencadeie

respostas inflamatdrias do organismo ou outras complicacdes, por meio de vias fisioldgicas
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j& que o arcabougo ¢ projetado para ser um suporte temporario e deve ser eliminado a
medida que o neotecido ¢ formado (SHICK et al., 2019).

O poli(acido latico) (PLA) ¢ um polimero amplamente usado em aplicacdes
terapéuticas justamente por suas propriedades biocompativeis e biodegradaveis. O PLA
consiste em 4cido lactico produzido pela fermentacdo de Lactobacillus, e suas
caracteristicas quimicas permitem sua degradacdo por desesterificacdo. Isso leva a
diminui¢do de tamanho das cadeias e, posteriormente, a eliminagao por vias naturais, pois o
corpo ja contém mecanismos regulados para remoc¢do de componentes como os acidos
lacticos. Ele possui algumas desvantagens que podem limitar suas aplicagcdes e
comprometer seu processamento e desempenho, sendo elas: hidrofobicidade, alta
fragilidade, baixa taxa de cristalizagdo, sensibilidade a umidade e a degradacdo em altas
temperaturas (INKINEN et al., 2011; REZWAN et al., 2006).

O polimero polietilenoglicol (PEG) também ¢ reconhecido pela literatura no uso de
farmacos por possuir desempenho e resposta no organismo semelhante aos integrantes
nativos da MEC. Este promove respostas bioldgicas semelhantes ao PLA em relagdo a
citotoxicidade, sendo classificado como atéxico ndo imunogénico. No entanto, ao contrario
do PLA, possui carater hidrofilico, sendo soluvel em dgua, proteinas e outras biomoléculas
(D’SOUZA; SHEGOKAR, 2016).

Com o proposito de combinar as propriedades de polimeros individuais para obter
um material com novas caracteristicas, varios trabalhos buscam a fabricacdo de blendas
poliméricas (mistura fisica de dois ou mais polimeros, sem que haja reagdo quimica entre

eles).

1.2.1 Mantas poliméricas

Um dos aspectos mais importantes da Engenharia Tecidual ¢ a fabricacdo de
biomateriais porosos tridimensionais que possam promover um ambiente apropriado para
regeneracdo de tecidos e Orgdos. Atualmente, uma das composi¢cdes mais utilizadas de
arcaboucos envolve materiais de escala nanométrica. Nanotecnologia ¢ o termo usado para
denominar o uso de materiais em uma faixa entre 1 e 100 nanometros (10™° metros)
(BAYDA et al., 2020).

A tecnologia de produ¢ao de mantas poliméricas ganhou foco devido a proximidade
que suas caracteristicas estruturais podem chegar a MEC nativa. Medeiros e colaboradores

desenvolveram um método de producdo de mantas poliméricas, o Solution Blow Spinning
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(SBS) (ou fiagdo por sopro em solucdo), que se diferencia das demais metodologias por nao
necessitar do uso de tensdes elevadas, pois as forgas elétricas sdo substituidas pelas forgas
aerodinamicas utilizando ar pressurizado. Durante o processo de fabricagdao, as mantas
poliméricas nao tecidas sao formadas em escalas micro ou nanométricas dependendo das
condi¢des experimentais estabelecidas, como a escolha do solvente de composicdo mais
adequada para o objetivo do construido (MEDEIROS et al., 2009).

Nanoparticulas de 6xido de ferro (III) (Fe,03) sdo de interesse em uma ampla gama
de aplicagdes biomédicas devido as suas propriedades magnéticas tnicas, podendo auxiliar
na suspensdo celular em co-culturas (KARAMI; HENKEL; OFFRINGA, 2017). Esse
material possui propriedades magnéticas que fazem dele uma escolha comum para uso
como agente de contraste para exames médicos, essa caracteristica magnética pode servir
como estratégia para co-cultura de células. Isto é, por meio do uso de uma fonte de atracao
magnética, como o ima, pode-se obter uma bicamada de diferentes tipos celulares no
mesmo espaco (LAURENT et al, 2010). Além disso, vé-se na literatura que tais
nanoparticulas servem como reforgo para arcabougos poliméricos, por seu efeito positivo

nas propriedades mecanicas (CAl et al., 2016).

1.3 ENGENHARIA TECIDUAL DA PELE

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, representando aproximadamente 16% de
toda massa corporal. E a interface primaria entre os ambientes interno e externo, agindo
como uma barreira que protege outros tecidos de estressantes externos € mantém a
homeostase por meio da prevengao da perda de dgua e eletrolitos (WONG et al., 2016).

Como ilustrado na Figura 2, a pele ¢ formada por trés camadas: epiderme, derme e
hipoderme, cada uma com fungdes e caracteristicas histologicas especificas. A camada
mais superficial da pele ¢ a epiderme, de fina espessura que se liga a derme pela membrana
basal. A epiderme ¢ composta principalmente por queratinocitos, células que produzem a
queratina, uma proteina resistente e impermeavel responsavel pela protecdo da pele. Ela
ndo possui vasos sanguineos, fazendo com que os nutrientes e o oxigénio cheguem a esta
camada por difusdo, através dos vasos sanguineos da derme (MACNEIL, 2007, WONG et
al., 2016).

A derme ¢ um sistema integrado de fibras de colageno, filamentos e tecido
conjuntivo amorfo, abaixo da epiderme, no qual estdo imersos os anexos cutaneos, vasos

sanguineos, linfaticos, nervos, fibroblastos, macrofagos e mastocitos. Aqui os estimulos do
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meio ambiente sdo transmitidos ao cérebro, através dos nervos, estes estimulos sdo
traduzidos em sensagdes. E na derme que estdo localizados os foliculos pilosos, os nervos
sensitivos, as glandulas sebaceas, responsaveis pela producdo de sebo, e as glandulas
sudoriparas, responsaveis pelo suor. Na camada mais profunda da pele, a hipoderme ¢
formada por 16bulos de adipocitos, confere a pele protecdo mecanica, atua como isolante
térmico, depodsito de calorias e possui fungdo enddcrina. Estdo presentes nesta camada,
além de adipocitos, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos (MACNEIL, 2007; NICOL,
2005)

Figura 2 - Representacdo da anatomia da pele.

Poros
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"
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Hipoderme
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Fonte: Traduzido do artigo “Progress and opportunities for tissue-engineered skin”

(MACNEIL, 2007)

Em caso de lesdo, o organismo tem a capacidade de cicatrizar a ferida, porém o
processo ¢ complexo e precisa ser bem orquestrado, pois envolve a agdo de diversos
agentes em diferentes etapas até que ocorra a remodelagao do tecido (ZENG et al., 2011).
Por esse motivo, no caso de feridas profundas e queimaduras extensas, o curso padriao de
cicatriza¢do acaba ndo sendo suficiente. Essa inabilidade de reparo do tecido dérmico pode
levar a perda de sua capacidade de regulacdo de temperatura, desenvolvimento de ferida
cronica € em muitos casos, até a morte por sepse do paciente. Se a perda for mais extensa

que 4 cm de diametro em todas as camadas da pele, faz-se necessario o uso de enxertos

como tratamento (ROGER et al., 2019; VIG et al., 2017). Lesdes na pele acabam por expor
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outros tecidos a virus e bactérias que podem levar a infecgdes ou a outras doengas,
possibilitando o desenvolvimento de Ulceras cronicas. Por essa razdo, ¢ indispensavel o
desenvolvimento de novas tecnologias com substitutos artificiais para regeneragao de pele.

(FALANGA; FARIA; BOLLENBACH, 2013; KENGLA et al., 2019)

1.3.1 Produtos disponiveis no mercado

Os equivalentes de pele disponiveis no mercado sdo variados, podendo até mesmo
serem desprovidos de células, ou seja, acelulares. Como demonstrado anteriormente, ha
iniimeras possibilidades de materiais, células e métodos para o desenvolvimento de peles
artificiais, mesmo assim, apesar de ser um produto difuso, cada tecnologia possui suas

limitagdes. No quadro a seguir estdo alguns dos produtos comercializados.

Quadro 1 - Equivalentes de pele disponiveis no mercado

. Material do
Produto Fabricante Componentes celulares
arcabouco
Epiderme
) Vericel Corp., Cambrigde, o
Epicel Queratindcitos autdlogos Gaze de petrolatum

MA, EUA

Organogenesis Holdings
Affinity N/A Placenta humana
Inc., Canton, MA, EUA

Human BioSciences, Colageno Nativo
Skin Temp II Kollagen, Gaithersburg, N/A Bovino Tipo 1 ndo

MD, EUA hidrolizado

Derme

Dermagraft Organogenesis Holdings Fibroblastos da pele humana Poliglactina

Inc., Canton, MA, EUA de origem neonatal alogénicos
OASIS Cook Biotech Inc., West Submucosa intestino
Wound Matrix Lafayette, IN, EUA NiA suino

Epiderme — Derme (Comp0sito)

_ _ Células tronco, fibroblastos e _
' Organogenesis Holdings o Colageno Bovino
Apligraf queratindcitoa da pele de
Inc., Canton, MA, EUA ) ) Tipo I
origem neonatal alogénicos
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ReadiGRAFT LifeNet Health, Virginia Fibroblastos e queratinocitos Silicone

CryoSkin Beach, VA, EUA alogénicos
Coléageno Bovino

Integra Integra LifeSciences, N/A Tipo 1,

Billerica, MA, EUA glicosaminoglicano e
silicone
Fontes: (KAMEL et al., 2013; PRZEKORA, 2020; VIG et al., 2017; ZENG et al.,
2011, 2017)

Os produtos mencionados na tabela sdo utilizados para auxiliar no fechamento de
feridas cronicas, queimaduras e outros. Entretanto, as limitagdes desses produtos
disponiveis no mercado envolvem, por exemplo risco de rejei¢do. Podemos citar como
exemplo o Dermagraft, que pode ocasionar insuficiente nutri¢do das células com fatores de
crescimento necessarios (MARSTON et al., 2003). Existem algumas contraindica¢des que
reduzem o dmbito para uso dos produtos, o tempo para manufatura que chega a 3 semanas e
o principalmente o alto custo, como o do Epicel e Apligraf, que inviabiliza o tratamento de
lesdes extensas (CARLSON et al., 2011; CARSIN et al., 2000).

Diante do exposto, o presente trabalho visa explorar metodologias alternativas para
elaboracdo de um substituto dérmico in vitro, a partir do uso de biomateriais nanométricos
como suporte celular, sendo eles uma matriz polimérica ndo-tecido de blenda PLA/PEG e
nanoparticulas de o6xido de ferro (III), fornecidos respectivamente pelas universidades
federais da Paraiba (UFPB) e de Uberlandia (UFU) combinado ao cultivo de fibroblastos.
Com base nos fundamentos reunidos, foram realizados experimentos sobre a interagao entre
os arcaboucos e as células, avaliando expansao celular sobre o biomaterial.

Este trabalho visa a valorizagdo do campo de pesquisa brasileira, tal como tenta
minimizar a dependéncia financeira de produtos internacionais. Pois, apesar de a legislagao
brasileira permitir a importacao de substitutos dérmicos produzidos no exterior, sabe-se que
o valor de compra ¢ alto e o processo de chegada do produto ao requisitante muitas vezes

compromete a qualidade e eficacia do mesmo, tornando a importagdo um meio oneroso.




2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolvimento inicial de substituto dérmico in vitro para aplicagdes nas areas de
medicina regenerativa e testes laboratoriais, através do cultivo de fibroblastos em matrizes

poliméricas de blenda de PLA e PEG enriquecidas com nanoparticulas de 6xido ferro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Tem-se como objetivos especificos:
e Avaliagdo da citotoxicidade das matrizes poliméricas de PLA/PEG,
enriquecida e ndo enriquecida com nanoparticulas de 6xido de ferro (II1);
e Andlise da composicdo e organizagdo do tecido formado sobre a matriz
polimérica de PLA/PEG, enriquecida e ndo enriquecida com nanoparticulas

de 6xido ferro.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 NANOPARTICULAS

Nanoparticulas de 6xido de ferro (III), com aproximadamente 1 - 100 nm de didmetro,
foram sintetizadas pelo método de precipitacao e cedidas por meio da parceria com a Profa.
Dra. Anielle Christine Almeida Silva, Laboratério de Novos Materiais Isolantes (LNMIS), do
Instituto de Fisica (INFIS) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) (Uberlandia, MG,
Brasil). Estas foram enviadas ao Laboratorio de Materiais ¢ Biosistemas (LAMAB) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (Jodo Pessoa, PB, Brasil) para incorporagdo nas

mantas fibrosas.
3.2 ARCABOUCO FIBROSO

Os arcaboucos foram obtidos através de parceria com o Laboratorio de Materiais ¢
Biosistemas (LAMAB) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (Jodo Pessoa, PB,
Brasil), cedidas pelo Prof. Dr. Eliton Souto de Medeiros. Composi¢do do material: poli(acido
lactico) (PLA — Mn 7500 g/mol) (Biomater, Sdo Paulo, SP, Brasil) e polietilenoglicol (PEG —
Mn 8000 g/mol) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A producdo foi por SBS, as mantas
foram obtidas a partir da propor¢do em massa de PLA/PEG 7:3; concentracdo de 15% m/v,
utilizando o cloroférmio PA (pureza analitica) obtido da Vetec Quimica Fina Ltda (Brasil),
com incorporacao de 8% nanoparticulas de 6xido de ferro (III) em relagdo a massa polimérica
no grupo de amostras composta pela blenda de PLA/PEG enriquecida com nanoparticulas

(FERREIRA, 2017).

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Cultura Celular

A linhagem de células fibroblastos de origem humana (HFF) na terceira passagem
utilizada nesse trabalho foi obtida através da parceria com o Laboratério de Imunologia da
UFU (Uberlandia, MG, Brasil), pelo Prof. Dr. Jair Pereira da Cunha Junior.

Primeiramente, foi efetuado o protocolo de descongelamento das células para garrafas
de cultura celular de tamanho médio (75cm?), utilizando meio celular RPMI 1640 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e 1% de antifungico e
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antibiotico (10.000 U/mL de penicilina/ 100mg/mL estreptomicina) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). O vial foi retirado do ultrafreezer e, com o auxilio do banho maria digital
CT2459 (Cientec, Belo Horizonte, MG, Brasil) a 37°C, foi descongelado ao adicionar meio
aquecido. O contetido do vial foi transferido ao tubo Falcon de 50 mL ja contendo 1 mL de
meio aquecido, esse foi centrifugado na Centrifuge 5702 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)
a 1500 RPM por 5 minutos. Depois da centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e descartado,
e as células no fundo do tubo foram vigorosamente ressuspendidas em 2 mL de meio. Ao
final, o meio homogéneo foi transferido para uma garrafa média com 10 mL de meio de
cultivo.

Logo apds o procedimento de descongelamento, as células HFF foram visualizadas
através do Microscopio EVOS™ XL Digital Inverted Brightfield and Phase Contrast
Microscope (Invitrogen, Waltham, MA, EUA), e por meio desse foi feito o acompanhamento
visual das mesmas. As células foram mantidas a 37°C em atmosfera imida a uma taxa de 5%
de CO,, na incubadora de cultivo celular FORMA Series 11 Water Jacketed CO, Incubator,
184L, (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) com trés trocas semanais de meio de
cultura até a cultura atingir a taxa de 80% de confluéncia, ou seja, etapa em que a camada de
células no fundo da garrafa torna-se mais densa e eventualmente ocupa toda a superficie da

garrafa.

3.3.2 Plaqueamento

Foi feito o recorte, em formato circular, das mantas enriquecidas e ndo enriquecidas
com nanoparticulas magnéticas, e estas foram posicionadas em quatro placas de 96 pogos.
Dos 14 pogos utilizados, foi feita triplicata dos testes de viabilidade MTT, duplicata do ensaio
de imunofluorescéncia ¢ H&E, onde foram feitos ensaios avaliando o controle, a interacao das
células com as mantas nao enriquecidas e por fim, a interagdo com as mantas enriquecidas. As
analises foram realizadas nos dias 1, 4, 8 e 14 de cultura. Como controle, pogos sem as mantas
poliméricas foram mantidos. As placas montadas foram esterilizadas através de exposi¢ao a
luz UV do fluxo, pelo periodo de uma hora.

Em seguida, utilizando o método de contagem de células com auxilio da Camara de
Neubaeur, contabilizou-se a quantidade de fibroblastos por mL. A partir disto, as HFF foram
semeadas a uma densidade de 1x10* células por pogo, com 200uL de meio de cultura por
poco. Para realizacdo desse processo foi seguido o protocolo de tripsiniza¢ao, onde primeiro

retirou-se 0 meio de cultura da garrafa e inseriu-se 1,5 mL de enzima tripsina 1X a 0,05% de
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concentragdo (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) deixando com tempo de
incubagdo de 3 minutos na incubadora de cultura para que as células aderidas ao fundo da
garrafa se soltassem. Apos a reacdo da enzima, utilizou-se 5 mL de meio RPMI para inativa-
la, a solu¢dao foi recolhida e centrifugada a 1500 RPM por 5 minutos. Posteriormente foi
ressuspendido vigorosamente, e transferiu-se 10 puL da suspencdo para um microtubo, onde
adicionou-se o corante azul de Tripan, para visualizagcdo das células ativas e inativas (mortas).

O método de exclusdo de corante azul de Tripan funciona da seguinte forma: a solugdo
de azul de Tripan penetra nas células ndo viaveis (mortas por necrose) deixando-as coradas
em azul. Esse teste se baseia no principio de que células vivas possuem membranas celulares
intactas que excluem certos corantes, um desses corantes ¢ o azul de Tripan, por conseguinte,
células mortas ndo fazem o mesmo. Por fim, tal soluc¢do foi inserida na camara de Neubaeur ¢

visualizada por meio do microscépio invertido (WARREN S., 2015).

3.3.3 Ensaio colorimétrico de viabilidade por MTT

A avalia¢ao de viabilidade celular foi feita pela técnica colorimétrica por MTT, que
dosa a atividade metabolica celular, utilizando o protocolo para células aderentes. Esse
método consiste na redugdo do brometo de [3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio]
(MTT) em cristais de MTT-formazan pela enzima mitocondrial tetrazolium-succinato-
desidrogenase. Em outras palavras, ¢ a redugdo do sal tetrazolico, de coloragdo amarela
soluvel em agua, que ¢ catalisado pelo sistema desidrogenase metabolicamente ativo através
de enzimas oxidorredutoras em cristais de formazan, de coloragdo azul arroxeado insoluvel
em agua (PRABST et al., 2017). Essa redugdo acontece por meio do metabolismo ativo das
células, significando que essas células estdo vivas, sendo assim a quantidade final do produto
MTT-formazan corresponde proporcionalmente ao niimero de células vivas presentes na
solucao estudada (MOSMANN, 1983).

Primeiramente, foi feita a dilui¢do de 5 mg de MTT em p6 em 1 mL de tampao PBS
1X. Em seguida, a solucdo foi filtrada.

O ensaio consistiu em inicialmente retirar o0 meio de cultura de cada pogo da placa,
lava-los duas vezes com PBS 1X estéril. Logo depois, adicionou-se 10% do volume do pogo
de solugdo de MTT (5mg/mL) e 90% do volume de meio sem soro, incubando pelo periodo
de 4 horas. Ap0s esse tempo, o meio foi retirado com a solu¢do de MTT e adicionados 100pL
de sulfoxido de dimetilo (DMSO) puro. Os cristais de Formazan formados foram

solubilizados por meio de ressuspensdao em DMSO e transferido a outra placa, medidos por
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espectrofotometro no comprimento de onda de 570 nm pela leitora de microplaca SpectraMax

(Molecular Devices, San Jose, CA, EUA).

3.3.4 Ensaio colorimétrico de hematoxilina e eosina (H&E)

Ensaios de coloragao tém como finalidade evidenciar as diferentes estruturas que
compdem os tecidos, permitindo a visualizagdo clara de varios constituintes celulares, como:
nucleo, citoplasma e MEC. Os corantes hematoxilina e eosina (H&E) sdo comumente usados
no campo de estudos histologicos, por sua simplicidade na manipulacdo e protocolo. A
hematoxilina ¢ um corante basico que possui caracteristica por afinidade basofila, corando os
nicleos celulares com tom azul arroxeado pois estes sdo ricos em DNA (Acido
desoxirribonucleico), sendo assim ocorre atragdo pelo corante, evidenciando detalhes
intranucleares. Enquanto a eosina ¢ um corante 4cido e cora fibras do tecido conjuntivo e
citoplasma, que possuem carater mais basico, em diferentes tonalidade e intensidades de rosa,
laranja ou vermelho (BANCROFT; LAYTON; SUVARNA, 2017).

De antemdo deve-se realizar a fixagdo das células, esse processo paralisa o
metabolismo celular e preserva as estruturas do tecido, permitindo que as analises possam ser
feitas sem prejudicar as células. A fixagao foi realizada com formol 4% tamponado aos pogos,
e apoOs 24 h de fixacdo retirou-se o formol, adicionando alcool 70% para conservacdo até
inicializacdo da coloragdo. Para contra coloracdo de hematoxilina, primeiro foi retirado o
alcool dos pogos, as placas foram lavadas com PBS 1X e submergiu-se o material em
Hematoxilina de Harris, gotejando a coloracdo diretamente no pogo, por 1 minuto. A manta
foi retirada e lavada com 100uL de 4dgua destilada por 15 segundos. O mesmo protocolo foi
seguido para contra coloragdo de eosina.

As analises foram feitas a partir das imagens obtidas através de microscopia de luz
obtidas pelo Microscopio Binocular Acromatico 1600X Iluminagdo em LED K55-BA (Kasvi,
Sao José do Pinhais, PR, Brasil).

3.3.5 Ensaios de Imunofluorescéncia

Imunofluorescéncia ¢ uma técnica imunoquimica amplamente usada que permite a
deteccao e localizagdo de uma grande variedade de antigenos em diferentes tipos de tecidos,
utiliza anticorpos fluorescentes para deteccdo do alvo especifico.

Para marcag¢do do citoesqueleto celular usou-se a técnica de imunofluorescéncia
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indireta, sendo essa mais sensivel, método que consiste em um processo de duas incubagoes.
Foram utilizados os anticorpos B-actina de coelho e conjugado com um dos fluorocromos
mais utilizados, o isotiocianato de fluoresceina (FITC), marcando o citoesqueleto de
coloracao verde. Para marcar o ntcleo, foi utilizado o marcador de DNA ToPRO-3.

Com as células ja fixadas, os pogos foram lavados com PBS 1X, primeiro colocou-se
100 pL de anticorpo primario (B-Actina) na concentragdo 1:50, diluicdo em PermWash com
saponina 0,1%. Depois de uma hora de incubacdo em 37°C, os pocos foram lavados com
PermWash, para adicdo do anticorpo secundario (Anti B-Actina) na concentragcdo 1:100,
dilui¢do em PermWash, na mesma solugdo foi adicionado o marcador de nucleo ToPro na
concentragdo 1:150, diluido em PermWash com saponina 0,1% com descanso de 20 minutos
das laminas. Em seguida os pocos foram lavados e dispostos em laminas, adicionados 2uL de
parafenileno-diamino (PPD), um inibidor de decaimento de fluorescéncia a fim prolongar a
marcagdo fluorescente até a andlise microscopica. Apoés montagem, laminulas foram
colocadas sobre as laminas e seladas com esmalte. As laminas foram observadas no
Microscopio Confocal LSM 510 Meta (Zeiss, Oberkochen, Alemanha), situado na Rede de
Laboratdrios Multiusuarios (RELAM), UFU.



27

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ENSAIO COLORIMETRICO DE VIABILIDADE POR MTT

A espectrofotometria ¢ um método utilizado para medir a absorbancia de um material, em
outras palavras, o quanto uma substancia quimica absorve a luz, medindo a intensidade de um
feixe de luz quando ele passa através da solugao da amostra. No caso do ensaio colorimétrico
de viabilidade por MTT, onde a intensidade da coloragdo purpura estd relacionada a
viabilidade celular, quanto maior a concentracdo de formazan, mais roxa a solu¢do e maior a

absorbancia apresentada.

Os possiveis efeitos citotoxicos do material do arcabougo sobre as células foram
investigados por meio desse ensaio, € os resultados estdo expressos no grafico da Figura 3. A
linha vermelha na figura indica o percentual minimo de absorbancia em relacdo ao controle

para que nao seja considerado citotoxico.

Figura 3 — Representagdo grafica dos resultados do ensaio de viabilidade por MTT em
porcentagem
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Em comparacdo ao restante dos tempos analisados, o tempo de 8 dias apresentou
visualmente os melhores resultados tanto para o tratamento com nanoparticulas e sem

nanoparticulas, que chegou a ultrapassar a viabilidade do controle. Esse resultado ¢ similar ao
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encontrado por Mohiti-Asli et al, onde constataram que fibroblastos em arcabougos fibrosos
de PLA tinham seu maior nivel de proliferacao no dia 7, em um periodo de incubacao total de
14 dias. Tal fendmeno pode ser explicado pela inibi¢ao de contato entre os fibroblastos no dia
7, que leva a confluéncia das células, ndo mais proliferagdo ¢ uma redugdo geral no
metabolismo celular (MOHITI-ASLI et al., 2017).

Em geral, os resultados sugerem que a presen¢a da manta polimérica e de ambos os
materiais em conjunto (manta ¢ NPLs) ndo mostrou efeitos prejudiciais significativos as
cé¢lulas HFF, pois a viabilidade se manteve, em todos os periodos analisados, acima do
minimo estipulado.

A interacdo entre fibroblastos e polimeros como PLA e PEG tem sido estudada em
outras combinagdes, resultando em efeitos positivos. Como visto na literatura, o PLA
mostrou-se biocompativel, ajudando na adesdo das células e na penetracdo das células manta
adentro (GAZZOLA; BENSON; CARVER, 2019; JACOBS et al.,, 2013; SINGHVI,
ZINJARDE; GOKHALE, 2019). Por compor métodos seguros e baratos para tratar feridas e
queimaduras, o PEG também ja foi utilizado em trabalhos semelhantes, se mostrando eficaz
para a cicatrizagao em trabalhos como os de Masood et al. de 2019, onde foi usado para
acelerar a cicatrizacdo de feridas diabéticas de coelhos (YUN et al., 2012; MASOOD et al.,
2019).

Com relagdo aos arcabougos enriquecidos com NPs de o6xido de ferro (III), na
literatura, ha trabalhos onde resultados semelhantes foram observados a partir da exposi¢ao de
fibroblastos a nanoparticulas de 6xido de ferro (III), a viabilidade das células sofreu uma leve
queda (ABAKUMOV et al., 2018; GHASEMPOUR et al., 2015). Esse resultado pode estar
relacionado as caracteristicas fisicas ou quimicas das nanoparticulas, que podem afetar a
membrana celular ou organelas intracelulares e causar lesdes ou até mesmo morte celular. No
entanto, esse fendmeno nao foi observado no presente trabalho.

Por exemplo, um estudo de Xia et al. (2006) mostrou que a lesdo da cadeia respiratéria
mitocondrial na presenca de nanoparticulas diminui o ATP, causa a formacdo de espécie de
oxigeénio reativo e cria estresse oxidativo que, por fim aumenta a probabilidade de lesdo ou
morte celular (XIA et al., 2006). No entanto, os resultados sugerem que ao considerar o
controle como 100% de células viaveis, a queda ndo faz com que o tenha potencial citotoxico,
por se manter acima de 70% (representado pela linha vermelha), referéncia de taxa minima
para ser considerado ndo toxico. Essa taxa ¢ estipulada pela ISO 10993-5:2009 Biological
evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity para o teste de

viabilidade MTT.
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4.2 ENSAIO COLORIMETRICO DE HEMATOXILINA E EOSINA (H&E)

Como explicado anteriormente, o ensaio H&E ¢ o principal ensaio colorimétrico que
permite a visualizacdo de diversos constituintes celulares conforme o pH da estrutura. A
hematoxilina que possui afinidade por estruturas acidas (basoéfilas), por sua vez, cora de tons
entre azul e roxo nucleos celulares, por exemplo. Em contrapartida, a eosina possui afinidade
por estruturas basicas (acidofilas) corando estruturas como o tecido conjuntivo e o citoplasma
em diferentes tonalidades de vermelho, rosa ou laranja.

Nesse ensaio optou-se por apresentar os registros do primeiro e ultimo dias de testes
para resumir os dados, devido a qualidade da marcagdo e impossibilidade de repetir os testes
em decorréncia da situagdo pandémica. Os registros dos dias 1 e 14 do ensaio estdo dispostos

na Figura 4.

Figura 4 — Microscopia Optica - Visualizagio pelo microscépio de luz branca do ensaio
colorimétrico H&E: (a) Dia 1, fibra de PLA/PEG; (b) Dia 1, fibra de PLA/PEG enriquecido com
NPs: (¢) Dia 14, fibra de PLA/PEG: (d) Dia 14, fibra de PLA/PEG enriquecido com NPs

Fonte: autoria propria

Os fibroblastos sdo caracterizados pelo seu alto potencial proliferativo e migratorio, e
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por serem células aderentes, em outras palavras, precisam de uma estrutura de apoio para se
proliferarem. S3o muitas vezes definidos morfologicamente como alongadas, devido ao
citoplasma abundante com varios prolongamentos fibrilares e possuem nucleos ovoides
(SORREL; CAPLAN, 2009).

Interacdes entre fibroblastos e outras células dependem da expressdo de moléculas de
sinalizacdo celular e da MEC. Esses fatores evidenciam a importancia entre as jungdes €
comunicagoes intercelulares quando essas células sao cultivadas em ambientes bidimensionais
(2D), nao fi¢is ao ambiente nativo, e tridimensionais, que buscam mimetizar ambiente nativo
(SORREL; CAPLAN, 2009).

Eles ndao s6 sintetizam e secretam MEC (elastina, colageno, proteoglicano,
glicosaminoglicanos, proteinases), como também produzem uma mistura complexa de fatores
bioativos, ambos contribuem para a regulacdo imunoldgica e a cicatrizacao de feridas. Além
disso, fibroblastos produzem uma malha interconectada de fibras proteicas extracelulares e
proteinas conectoras que fornecem estrutura para o tecido (KENDALL, R. et al., 2014).

Ao observar a estrutura da manta polimérica pelo microscépio, surgiram dividas sobre
a uniformidade da organiza¢do da trama, abrindo questionamento se ela possui dimensdes
nanométricas em seu todo, pois ¢ possivel visualizar que em algumas areas ela possui
caracteristicas de microfibras. Outras analises sdo necessarias para sanar essa duvida.

Em andlise dos resultados do ensaio de H&E, observa-se nitidamente a alteracao de
cor entre as amostras sem a presenca das nanoparticulas de 6xido de ferro (III) em
comparagao onde essas foram adicionadas, que resultou em coloragdo mais alaranjada. Com
essa mudanga a visualizagdo clara das estruturas coradas pelo H&E ficou prejudicada.

Vale lembrar que os 6xidos de ferro (III) sio amplamente utilizados como pigmentos
alimentares industriais, rotulado como aditivo alimentar E172, nas quais as diferentes cores
resultam de diferentes estruturas quimicas. Os mais comuns sdo magnetita (Fe,0,) que cora de
preto, maghemita (y — Fe,03) que cora de amarelo, e hematita (a—Fe,03;) que cora de
vermelho ou alaranjado terroso. Como nesse ensaio foram usadas nanoparticulas de 6xido de
ferro (III) (Fe,05), a coloracdo alaranjada vem do pigmento que o material produz, esse
resultado evidencia que houve a difusdo das células no material (VOSS, L. et al., 2020;
VOSS, L. et al., 2020).

Outra analise que pode ser feita ¢ em relagdo a evidenciacdo dos nucleos, corados de
roxo. O controle sobre a morfologia das células dos tecidos ¢ importante, pois através do
monitoramento dela, conseguimos avaliar o estado sistema. Esse controle permite analisar se

esta ocorrendo morte celular, processo ao qual gera alteragdes morfoldgicas macroscopicas.
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Aumento da célula e ruptura da membrana, sdo exemplos de alteragdes ocasionadas pelo
processo de morte celular do tipo necrose, ja a apoptose tem como uma das caracteristicas a
fragmentacao do nucleo. Por isso, a visualizagdo clara dos aspectos das células em ensaios
colorimétricos e imunofluorescentes sdo meios onde ¢ possivel verificar o estado dos
constituintes celulares. Os resultados obtidos nos ensaios colorimétricos acima, combinados
aos resultados obtidos pelo ensaio de viabilidade MTT, permitem concluir que a blenda nao
induziu morte celular.

A marcacao do citoplasma do HFF corada de tons alaranjados, apesar de ter sido
prejudicada pela presenca das NPs, evidenciou na amostra sem adicdo de NPs que as células
conseguiram se adaptar a trama do material ¢ expandir. Em outros termos, as células HFF
usaram a estrutura do arcabougo como apoio para se proliferarem e secretaram proteinas de
MEC, conseguindo depositar sustentacdo propria. Os resultados obtidos sugerem que as

células conseguiram criar um ambiente endogeno, sendo esse o objetivo do estudo.

4.3 IMUNOFLUORESCENCIA

As imagens do ensaio de imunofluorescéncia foram capturadas por um Microscopio
Confocal, obtidas com o uso de marcadores com propriedades fluorescentes, sendo eles o
ToPRO-3 para marcagdo do nucleo e o anticorpo PB-Actina para marcagdo do citoesqueleto.
Devido a qualidade da marcagdo e impossibilidade de repetir os testes, somente os registros

do dia 8 estao dispostos neste trabalho (Figuras 6 € 7).

Figura 5 — Leitura Confocal, Dia 8, fibra de PLA/PEG + NPs Marcagao Citoesqueleto e Nucleo de
fibroblastos (a) Evidenciando a marcag@o dos nticleos; (b) Evidenciando a marcagdo de citoplasma




Fonte: autoria propria

Figura 6 - Leitura Confocal com captura sequencial em diferentes angulagdes, Dia 8,
fibra de PLA/PEG + NPs NPs Marcacao Citoesaueleto e Nucleo de fibroblastos

Fonte: autoria propria

E possivel observar que as células se mantiveram integras, sem alteragdes
morfologicas. Bem como, verifica-se pela marcacao do citoplasma do HFF, que as células
conseguiram se adaptar a trama do material, j4 que se consegue ver grande area marcada de
verde. Em outros termos, os resultados sugerem que as células HFF conseguiram usar a
estrutura do arcabouco como apoio.

Além disso, a partir da sequéncia de imagens capturadas da lamina referente ao dia 8§,
dispostas na Figura 6, observa-se a migragao das células para varios niveis da trama da matriz
polimérica, evidenciando que sua disposicdo auxilia na sustentacdo e mimetiza a MEC
dérmica tridimensional.

No modelo in vivo, a pele € constituida por diversos tipos celulares, que se organizam
em diferentes camadas, isso torna a disposicao celular complexa ao tentar reproduzi-la, ou
seja, um desafio para replicagdo in vitro. O uso de NPs entra como facilitador que tem como
potencial, devido as suas caracteristicas magnéticas que podem ser estimuladas por imas,

dividir em camadas dois tipos celulares em um mesmo ambiente (KARAMI, HENKEL;
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OFFRINGA, 2017).

Em relagdo a estruturagdo da cultura celular, os resultados obtidos sugerem que o uso
de nanotecnologia ¢ promissor, devido a sua arquitetura e porosidade adequadas, onde sua
trama permitiu a penetracao das células por todo o material, auxiliando no processo de
proliferagdo celular. Assim, garantindo a expansdo em diferentes niveis do suporte, por ser
uma biomimetiza¢do a MEC natural JAYARAMA REDDY et al., 2013; KEIROUZ et al.,
2020).
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5 CONCLUSOES

E possivel concluir que o arcabougo nio gerou efeitos citotoxicos as células, bem
como notou-se, a partir das andlises dos ensaios de imunofluorescéncia que houve
migracao de células para diferentes camadas da matriz. Isto é, a morfologia das células
ndo sofreu alteragdes, evidenciando que o material utilizado ndo provoca alteragdes
celulares negativas, sendo promissora a possibilidade de testagem para um futuro uso
clinico como substituto dérmico em feridas e como alternativa ao uso de testes em
animais. Os resultados sugerem que a organizacdo ndo tecida da manta proporcionou
sustentagdo suficiente para que ocorresse a proliferagdo saudavel dos fibroblastos de pele
humana (HFF), se aproximando mais ao habitat das células no organismo in vivo, onde

ocorre o crescimento e sobreposi¢ao celular pela MEC.
5.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho abre espago para perspectivas futuras, com a possibilidade de
trabalhar com a co-cultura de células cutaneas através do uso da linhagem de
queratindcitos HaCat, assim como o acréscimo de colageno tipo 1, para aperfeicoamento
da MEC in vitro.

Por fim, consideramos que ensaios adicionais devem ser realizados, como testes
colorimétricos em paralelo com os de imunohistoquimica para analise da MEC enddgena,
produzido pelas células em cultivo, bem como testes de imunofluorescéncia para
visualizacdo de outros componentes, como elastina, coldgeno, fatores de crescimento e
outros. Da mesma maneira, deve haver complementagdo dos protocolos, a fim de obter
um substituto dérmico laboratorial completo, onde ¢ possivel a introdu¢do de mais

estruturas da pele e de receptores sensitivos.
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