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Resumo

A preocupacdo ética e cientifica sobre ensaios utilizando animais, os quais
apresentam apenas 20% do potencial terapéutico reproduzidos em ensaios clinicos,
faz com que a busca por alternativas seja cada vez maior. Desta forma, a Engenharia
de Tecidos se apresenta como alternativa promissora para tratamento de diversas
doengas, por meio do desenvolvimento de modelos tridimensionais para utilizagdo em
teste in vitro substituindo modelos animais in vivo e na elaboracdo de reparos ou
substituicbes de tecidos especificos. Neste estudo foram produzidos equivalentes de
pele 3D (EPT) para utilizagdo como modelo em ensaios in vitro de fotobioestimulacéo
utilizando nanocapsulas com curcumina. A terapia fotodinAmica de bioestimulacao
utiliza dos processos fotodindmicos para gerar pequenas quantidade de espécies
reativas de oxigénio (ERO), que podem resultar na diferenciagédo celular, modulagéo
de processos inflamatérios e contribuicdo na regeneracdo e proliferagdo celular. As
nanocépsulas (NC) apresentaram tamanho de particula < 200nm, potencial Zeta >|30|,
e indice de polidispersividade entre 0,5 e 0,3. A microscopia de for¢ca atdmica também
apresentou tamanho de particula < 200 nm, morfologia esférica e superficie uniforme
predominantemente lisa. O ensaio de biocompatibilidade das NC mostrou auséncia
citotoxicidade para as concentracdes testadas (2,5 - 25 pg.mL?'). O ensaio de
liberacdo in vitro mostrou uma liberagéo lenta e sustentada o que é caracteristico das
NC, os ensaios de captacdo celular mostraram um aumento significativo da
internalizagdo celular da curcumina quando em nanoestrutura. Estudos de
fotobioestimulagdo em monocamada, mostraram um aumento da viabilidade celular da
linhagem fibroblastos dérmicos neonatal de humanos (HDFn) (viabilidade > 134%)
para todas as fluéncias de LED empregadas a A = 450 nm (150, 300 e 450 mJ.cm3). O
ensaio de monitoramento da lesao cicatricial in vitro apresentou efeitos mais efetivos
de proliferacdo celular com a fluéncia de 300 mJ.cm?. A marcacdo do EPT com e
hematoxilina e eosina, mostrou a presenca de células com morfologias distintas, o que
comprova a presenca dos fibroblastos e queratinécitos nos EPT. A imuno-histoquimica
utilizando KI-67 mostrou a presenca de células em proliferacdo nos EPT apés a
irradiacdo com LED X =450 nm (150, 300 e 450 mJ.cm?).

Palavras-chave: terapia fotodindmica, bioestimulacdo, engenharia de tecidos,

equivalentes de pele, nanotecnologia, nanocapsulas, curcumina.
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Abstract

The ethical and scientific concern about tests using animals, which have only 20% of
the therapeutic potential reproduced in clinical trials, makes the search for alternatives
even greater. In this way, Tissue Engineering presents itself as a promising alternative
for the treatment of several diseases, through the development of three-dimensional
models for use in in vitro tests replacing animal models in vivo and in the elaboration of
repairs or replacements of specific tissues. In this study, 3D skin equivalents (EPT)
were produced to be used as a model in in vitro tests of photobiostimulation using
nanocapsules with curcumin. Photobiostimulation uses photodynamic processes to
generate small amounts of reactive oxygen species (ROS), which can result in cell
differentiation, modulation of inflammatory processes and contribution to cell
preference and expectation. The nanocapsules (NC) showed particle size < 200nm,
Zeta potential >|30|, and polydispersity index between 0.5 and 0.3. Atomic force
microscopy also showed particle size < 200 nm, spherical morphology and
predominantly smooth uniform surface. The NC biocompatibility assay showed no
cytotoxicity for the concentrations (2.5 - 25 pg.mL™?). The in vitro release assay showed
a slow and sustained release which is characteristic of NC, the cell uptake assays
experienced a significant increase in cellular internalization of curcumin when in
nanostructure. Monolayer biostimulation photodynamic therapy studies, | experienced
an increase in cell viability of the HDFn strain (viability > 134%) for all LED fluences
employed at A = 450 nm (150, 300 and 450 mJ.cm?). The in vitro wound healing
monitoring assay showed more effective effects from cellular perspectives with the
influence of 300 mJ.cm-2. EPT staining with hematoxylin and eosin showed the
presence of cells with distinct morphologies, which proves the presence of fibroblasts
and keratinocytes in EPT. Immunohistochemistry using KI-67 showed the presence of
waiting cells in EPT after LED irradiation at A = 450 nm (150, 300 and 450 mJ.cm™).

Keywords: biostimulation, photodynamic therapy, tissue engineering, skin

equivalents, nanotechnology, nanocapsules, curcumin.
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1. INTRODUCAO
A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, dividida em trés camadas

sobrepostas as quais sdo denominadas, derme, epiderme e hipoderme, e
também, por anexos tais como, pelos, glandulas sebaceas e sudoriparas
(KHOSHNOOD & ZAMANIAN, 2020). A pele também €& um dos mais
complexos 6rgdos do corpo humano, possui uma multiplicidade de funcdes,
como barreira imunolégica e fisica, as quais protegem os sistemas e 6rgaos
internos contra patégenos e microrganismos além de ser responsavel pela
regulacéo térmica (KNOX & O’BOYLE, 2021). Além de ser o maior o 6rgao
também se encontra em ,constante exposicdo ao ambiente externo em nosso
corpo, por consequéncia ela encontra-se em constante exposicdo aos
microrganismos, alteragbes térmicas, quimicas, choques mecanicos, que
podem levar a danos severos a pele, tais como queimaduras, processos
inflamatorios, traumatismos de tecidos moles, cancer, dentre outras doencas
que levam a necrose da pele, o que pode levar a remocéo e a necessidade de
substituicdo do tecido (TARASSOLI et al.,, 2018). Com isso a busca por
tratamentos direcionados a lesées da pele ainda € um objetivo atual na area
meédica. Os enxertos de pele sdo uma das principais formas de tratamento para
regeneracao e substituicdo do tecido lesionado, no entanto quando se trata de
uma lesdo que necessita regeneracdo total do tecido, os tratamentos
convencionais ainda séo ineficientes, deixando grandes cicatrizes. Além disso
um outro agravante esta relacionado a falta de pele suficiente de doadores,
pela auséncia de resposta imunolégica, além de riscos relacionados a uma
abordagem cirdrgica (RAHMANI DEL BAKHSHAYESH et al., 2018).

A Engenharia de Tecidos (ET) uma das mais importantes areas de
pesquisa na atualidade, une os principios das ciéncias da vida e engenharia
para o desenvolvimento agressivo de biomateriais como alternativa a sistemas
e substitutos biolégicos, que podem melhorar e restaurar as funcdes teciduais

(GHAFARI et al., 2019). O principio da ET € a incorporagédo de células em um
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suporte com intuito de reproduzir a estrutura tridimensional dos tecidos, o0s
quais podem também repor propriedades fisicas, mecanicas e biolégicas dos
tecidos (HUANG et al., 2018). No campo da ET da pele, tem sido possivel o
desenvolvimento de substitutos de pele que reproduzem a humana, eles sao
chamados de equivalentes ou modelos de pele tridimensional, e sao utilizados
como implantes e reparo de lesdes (ZENG et al., 2017). Os Equivalentes de
pele tridimensionais (EPT) sdo matrizes de cultura de células, que podem
reproduzir as fungdes e morfologia da pele in vivo. Além da sua utilizacdo como
substitutos aos enxertos convencionais, os EPT séo utilizados em teste de
novas drogas, triagem de compostos afim de diminuir a utilizagcdo de animais
na pesquisa (DOKE & DHAWALE, 2015; JENSEN et al., 2018). A proposta de
desenvolvimento de um EPT surgiu da possibilidade de cultivo de fibroblastos e
queratindcitos in vitro, junto com matrizes que compde a pele. Os primeiros
protocolos datam dos anos 70, e utilizavam monoculturas de queratinécitos ou
fibroblastos com colageno do tipo como matriz (BELL et al.,, 1979;
RHEINWALD & GREEN, 1974). Atualmente, tem sido estudado a semeadura
de co-cultura celular com intuito de produzir uma epiderme completa (KIM et
al., 2018). EPT podem ser utilizados como modelos de pele humana em
diferentes areas cientificas tecnolégicas, além do seu papel como substituto no
tratamento de lesbes, esses modelos sdo importantes ferramentas no estudo
das doencas e lesbes relacionadas a pele (YAN et al.,, 2018; ZHANG &
MICHNIAK-KOHN, 2012).

A Terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade terapéutica menos
invasiva quando comparada as terapias convencionais, com isso possui grande
aceitacdo entre os pacientes, sendo bastante eficiente por sua seletividade,
versatilidade e simplicidade terapéutica (LI et al., 2017; WEI et al., 2017). A
TFD tem sido amplamente estudada com aplicacao no tratamento de diversas
doencas em destaque para alguns tipos de céancer. Seu mecanismo consiste
na utilizacéo de trés componentes essenciais, uma molécula capaz de absorver
luz/energia monocromatica em um comprimento de onda especifico
denominada fotossensibilizador (FS), uma fonte de energia luminosa (LASER
ou LED) e oxigénio molecular (O2) presente em nosso organismo (BENOV,
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2015). A juncdo desses componentes leva a uma série de reaches
fotoquimicas e acarretam na producdo de oxigénio singleto (*O2) altamente
reativo e outras espécies reativas de oxigénio (ERO) que, quando em contato
com a célula patogénica, induzem uma sucessdo de eventos bioldgicos,
incluindo fototoxicidade, dano vascular e resposta do sistema imunoldgico ou
fotobioestimulacdo quando modulados com o emprego de fontes de excitacédo
(LASER/LED) de baixa poténcia (LI et al., 2017; SILVA et al., 2018).

A terapia de fotobioestimulagédo (TFB) utiliza o LASER ou LED de baixa
poténcia para estimulacdo de tecidos alvos, a qual ativa a diferenciacéo celular,
podendo modular o processo inflamatorio, induzir efeitos biolégicos especificos,
prevenir a fibrose tecidual e contribuir diretamente na regeneracao tecidual
(SILVA et al., 2016). A eficacia da TFB depende de fatores especificos, entre
eles destaca-se a concentragdo de ERO produzidas pelos cromoforos
enddgenos, a qual necessariamente deve estar em niveis subletais. Com isso
pode-se ativar principalmente as enzimas benéficas antioxidantes ao invés de
se iniciar a cascata apoptética. De forma complementar pode-se atingir a
capacidade de estimulacdo e sinalizacdo bioldgica, incluindo os efeitos de
controle e inducdo do crescimento celularetambém a aplicacdo na
diferenciacdo de células-tronco pluripotentes (HOCHMAN, 2018; SILVA et al.,
2018). Acredita-se que os processos fotodinamicos, quando estimulados de
forma controlada, podem gerar uma resposta de fotobioestimulagdo especifica
(TEDESCO & JESUS, 2017).

No entanto a maior desvantagem dessa terapia é a baixa solubilidade dos
ativos FS, o que atualmente tem sido contornada com a utilizacdo da
nanotecnologia farmacéutica para o desenvolvimento de variados tipos de
nanocarreadores. Esta estratégia tem o intuito de promover melhor interacéo
em meio biolégico a partir da melhor dissolucdo do ativo em ambientes
quimicos favoraveis, além do tamanho de particula reduzido em escala sub-
micronica (nanométrico) que pode melhorar e ampliar esta interacédo biolégica,
promovendo acumulacdo em tecidos alvos, e assim reduzir a dose de FS

necessaria para garantir o efeito terapéutico (MARASSI et al.,, 2015) Além
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disso, sistemas nanocarreadores possuem um transporte muito eficiente de
farmacos, seu tamanho nanométrico promove um efeito de acumulacéo
passiva nos tecidos patogénicos, possui biocompatibilidade, promove uma
liberagdo controlada e sustentada, redugéo de efeitos adversos inerentes ao
farmaco e ampliacdo das formas de administracdo (BIRHANU et al., 2017).

Neste contexto, as nanoemulsées com recobrimento polimérico ou
nanocapsulas poliméricas (NC) destacam-se entre os tipos de nanocarreadores
coloidais, com vantagens que vao desde sua estabilidade prologada, baixo
custo de obtencéo, promocéao de liberacdo controlada, além da capacidade de
encapsulacdo de ativos com solubilidade distinta, biocompatibilidade e
biodegradabilidade (ZANCANELA et al., 2011).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e
caracterizagdo de um modelo biolégico avancado denominado pele
tridimensionais a partir do desenvolvimento de mdultiplas camadas, compostas
por co-cultura de células com queratindcitos e fibroblastos, para utilizacao
como modelo de teste de fotobioestimulagdo empregando-se nanocapsulas
poliméricas contando o fotossensibilizador curcumina, com intuito de avaliar

seu efeito na proliferagcéo celular frente a fotobioestimulagéo.

Este trabalho foi de grande relevancia académico cientifico, além disso,
tem um papel muito importe para com a sociedade, auxiliado nos estudos de
tratamentos para diversas doencas e servindo como suporte para estudos e

como terapia para diversas doencas e lesdes relacionadas a pele.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. APELE

A pele é o maior 6rgao do corpo humano a qual possui uma area de
aproximadamente 6,0 m? e cerca de 15% da massa corporal total de um adulto.
E um 6rgéo altamente adaptavel, com varias espessuras, além disso, é um dos

mais complexos 6rgdos e possui multiplas funcdes especializadas em todo
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corpo humano (MOHAMED & HARGEST, 2022). A pele possuis seis principais
funcdes. Protecdo, agindo como barreira fisica e imunologica, protegendo
contra produtos quimicos, patdégenos nocivos, efeitos da radiacao ultravioleta
(UV) e na atenuacgdo do impacto de lesdes mecanicas, térmicas ou fisicas.
Termostato, adaptando-se as mudancas na temperatura do corpo, utilizando
mecanismos para preservar ou disseminar o calor corporal. Armazenamento
de agua, a pele atua como reservatorio de agua sendo responsavel por 18 a
20% do volume total de agua corporal. Sintese de vitamina D, principal
responsavel pela producdo de vitamina D, porém depende da exposi¢do a luz
ultravioleta. Rede de retransmisséo neural, receptores das células nervosas
presentes na pele detectam estimulos de varias sensacfes, como toque, dor e
temperatura. Expressdo e comunicagéo, capacidade da pele de permitir que
os individuos exibam emocdes configura-se como uma func¢éo social do 6rgéo,
atuando como um indicador do estado fisico do individuo. (KNOX & O’'BOYLE,
2021; MOHAMED & HARGEST, 2022).

A pele humana é anatomicamente dividida em trés camadas: epiderme
derme e hipoderme (Figura 1), que sao constituidas por um conjunto de tipos
celulares diferentes, tais como, queratindcitos, melandcitos, fibroblastos e
células endoteliais, que sdo responsaveis por garantir as funcdes do 6érgdo
(BOTTCHER-HABERZETH et al., 2010; LIMBERT et al., 2019).
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Figura 1- Representacdo esquemética da estrutura tridimensional (3D) da pele
humana indicando as principais camadas da pele e da juncdo dermo -
epidérmica.
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Fonte: Traduzido de Limbert et al., 2019.

A epiderme é a camada mais externa da pele, tendo como principais funcdes a
barreira fisica e imunoldgica, composta principalmente por queratindcitos e
melandcitos, também possui células imunoresidentes incluindo células
Langerhans, células de Merkel, além de possui células ndo epiteliais (ABDO et
al., 2020; TAVAKOL et al., 2016). Abaixo da epiderme se encontra a derme,
compostas principalmente por fibroblastos, ela também acomoda os sistemas
neurais, vasculares, linfaticos e anexos da pele, e é responsaveis pelo
transporte de nutrientes para epiderme, células imunes dentro da pele e
mediadores bioativos(LAI-CHEONG & MCGRATH, 2017). A hipoderme
camada mais interna da pele € constituida principalmente por tecido adiposo,
que possuem funcéo de isolamento térmico e protecdo mecénica além de atuar
como fonte de energia, na geracdo calor e reserva de nutrientes para periodos
de inanicdo (MOHAMED & HARGEST, 2022).

2.2. CICATRIZACAO
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A capacidade do corpo de se regenerar apés uma lesao, reestabelecendo
funcdes celulares e teciduais e reconstruindo estruturas danificadas € essencial
para manutencdo da vida. Apos o tecido sofrer um dano por algum fator
externo seja um acidente, cirurgia, doenca etc., o processo de cicatrizacdo €
iniciado a partir de uma resposta complexa e organizada na tentativa de
reconstruir e reestabelecer a integridade e funcao dos tecidos lesionados (KIYA
& KUBO, 2019).

O processo de cicatrizacdo € bastante delicado e dindmico e envolve
quatro fases distintas e ocorrem em sequéncia e sobrepostas que incluem
homeostase, inflamatéria, proliferacdo e remodelacao (Figuras 2 e 3)(ABDOLI
et al., 2017; LACERDA et al., 2018).

Figura 2- Fases de cicatrizacao de feridas. Linha do tempo que descreve as
fases sequenciais, embora sobrepostas, da cicatrizacdo de feridas, hemostasia
(vermelho), inflamacéo (amarelo), proliferacdo de queratindcito, angiogénese
(verde) e remodelacédo do tecido (marrom).

»
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Fonte: Traduzido de Opneja et al., 2019.

Figura 3- Contribuicdo das células hematopoiéticas para a cicatrizacdo de
feridas. As fases da cicatrizacéo de feridas sdo descritas de forma ilustrativa

abaixo.

84



T Homosiasia| T [namacio |
I N e

: g v - .. #,. Monécitos (1-7 dias)
; " ?ll):)qg;tas Sl Neutréfilos (0-3 dlas) b J M1 : defesa do hospedeiro,
gg“ ' _EGE -Atividade antimicroblana ¥ ,.r\ Fagocitose
Sl # - -MMPs Sk Neutréfilos
* L M TGF-beta I

> M _CXClL4 -TNF-a, IL-1/4/6 ""‘ “ -M2 : Produgio de fatores

- ‘ : N ¢ ‘ de crescimento (subconjunto
: -PF4

Fase de proliferagcao | Remodelagéo do Tecido [
o | ]

/\/ i \/—\ =
\_/6. /= = , TGE-Binduza
Proliferacio de fibroblastos ™ - ' _#  contragdo e remolagio
Secregio de Proteinase Q= , 4 Angiogeneses é @ das feridas

-FGE, VEGF -~

Deposigio da MEC > ’
—< "’ _ - -FXII* uPAr Y

Plaquetas Células epiteliais Neutréfilos e Bactérias

Mondcitos a Fibroblastos ~—— Fiosdefibrina = veyas Sangufneas

Fonte: Traduzido de Opneja et al., 2019.

A hemostasia é iniciada imediatamente ap0s a lesdao na pele, um
vazamento de sague pelos vasos sanguineos danificados acontece na maioria
dos ferimentos na pele o que resulta no rapido recrutamento de plaguetas. Um
escudo temporario € formado por um coagulo como protecdo dos tecidos
desnudados da ferida, constituido por plaquetas que estdo embutidas em uma
malha de fibras de fibrina que previne o sangramento, auxilia na adesao das
células para formacdo de uma matriz extracelular temporaria, além de ajudar
na defesa contra propagacéo bacteriana (ISAAC et al., 2010; OPNEJA et al.,
2019).

A fase inflamatdria é responsavel pela prevencéo de infeccdo na leséo,
apos 24 h da lesdo as plaquetas comecam a liberar substancias quimiotaticas e
0s neutrofilos, responsaveis pela producdo de radicais livres e destruigdo
bacteriana, sdo as primeiras células a chegarem na lesdo. Nessa fase também
ocorre a liberacdo de marcadores quimicos, migracéo de leucaocitos, linfécitos e

macrofagos que possuem a funcdo de fagocitar corpos estranhos como por
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exemplo bactérias e fragmentos celulares destruidos pelos neutréfilos. Além
disso, os macrofagos tém a funcdo de secretar citocinas e fatores de
crescimento que contribuem com a angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz
extracelular (PAN et al., 2021).

A fase de proliferacdo € subdividida em quatro etapas fundamentais:
epitelizagéo, angiogénese, formagdo do tecido granuloso e deposi¢cdo do
coldgeno (ISAAC et al., 2010). A epitelizacdo pode ocorrer de duas maneiras,
quando a membrana basal esta intacta ocorre a migracao das células epiteliais
em direcdo superior, com isso a epiderme é restaurada em trés dias. Porém
guando a membrana basal se encontra lesada, as células epiteliais das bordas
da ferida comecam a se proliferar com intuito de restabelecer a barreira
protetora (OPNEJA et al., 2019). O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), € 0
fator estimulatorio da angiogénese a qual é caracterizada pela formacéo de
capilares e migracao das células endoteliais que sdo essenciais na cicatrizacao
adequada da lesdo. A formacao de tecidos de granulacédo € a etapa final da
fase de proliferacdo. As células endoteliais e os fibroblastos séo as principais
células dessa fase. O fator derivado das plaguetas (PDGF) é responsavel pela
ativacao e proliferacao dos fibroblastos que migram dos tecidos vizinhos para a
lesdo, em seguida o fator de crescimento de transformacdo beta (TGF-B) é
responsavel por estimular a producédo de colageno tipo | pelos fibroblastos o
que leva a sua transformacdo a miofibroblastos que séo responséaveis pela
contracdo da lesdo (MA et al., 2012; ZENG et al., 2017).

7z

A fase de remodelacdo do tecido € caracterizada pela deposicao, de
maneira organizada, do colageno, que inicialmente é produzido com uma
espessura mais fina que a presente na pele saudavel e € orientado
paralelamente a pele (ISAAC et al., 2010). Com o tempo o colageno de tipo I
€ reabsorvido e ocorre a producdo de um colageno mais espesso ao longo das
linhas de tensdo e com isso ocorre um aumento na for¢ca de tensionamento da
ferida. O processo de reorganizacdo da nova matriz € muito importante para a
cicatrizacdo. A colagenase secretada pelos leucécitos e fibroblastos promovem

a lise da matriz antiga, e com isso, para 0 sucesso da cicatrizacdo, deve-se
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haver um equilibrio entre os processos de sintese na nova pele, e a lise da
antiga matriz (OPNEJA et al., 2019).

2.3. ENGENHARIA DE TECIDOS DE PELE
A engenharia de tecidos (ET) pode ser definida como a combinacao dos

principios da engenharia e as ciéncias da saude para a compreensao da
relacdo estrutura/funcéo de tecidos saudaveis e patoldgicos, ainda para o
desenvolvimento de substitutos biolégicos buscando o reparo ou regeneragao
de tecidos e 6rgaos, e que mantenham suas fun¢des (AHMED et al., 2018).
Com a grande limitacdo dos transplantes de o6rgédo, a falta de doadores e
rejeicdo do tecido implantado, além das poucas alternativas disponiveis, como
dispositivos médicos nao restaurarem por completo as funcées do tecido, a ET
apresenta grande potencial para solucionar essas limita¢cdes. Sua proposta é
substituir os tratamentos convencionais (transplantes de 6rgédos e implantes
artificiais) e a necessidade de desenvolvimento de alternativas para
substituicdo dos modelos para ensaios in vivo (AIRES-FERNANDES et al.,
2022; BODNAR et al., 2018; BAMBOLE & YAKHMI, 2016)

A ET tem atuado no desenvolvimento e crescimento in vitro de
equivalentes tridimensionais para diversas aplicagdes como implante e reparo
de regifes lesadas, em terapias celulares que se baseiam na aplicacédo de
solucdo de células livres ou combinadas a compostos biocompativeis para
inducado de reparo e regeneracao de orgaos e tecidos, no desenvolvimento de
proteses e dispositivos que mimetizem os tecidos humanos para substituicdo
e/ou funcionalizacdo de lesGes e 6rgaos danificados, como estrutura 0ssea,
musculatura, tenddes, cartilagens e componentes do aparelho cardiaco
(valvulas, coronarias e vasos ventriculares) (BAMBOLE & YAKHMI, 2016;
ZENG et al., 2017).

2.4. EQUIVALENTES DE PELE TRIDIMENSIONAIS
Os Equivalentes de pele tridimensionais (EPT) sdo matrizes de cultura de

células, as quais possuem intuito de produzir tecidos vivos, que podem

mimetizar a morfologia e as fun¢des que ocorrem naturalmente in vivo, além de
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serem utilizados para estudos de progressao e propagacédo de doencas, em
testes com novos farmacos, triagem de compostos, e na substituicdo e reparo
de tecidos (JENSEN et al., 2018). A proposta de desenvolvimento de um EPT
surgiu da possibilidade de cultivo de fibroblastos e queratinécitos in vitro, junto

com matrizes que compde a pele.

O primeiro protocolo desenvolvido utilizava queratindcitos de células
isoladas, esses queratindcitos se multiplicavam e coalesciam, com isso havia a
formacdo de um epitélio transplantavel (RHEINWALD & GREEN, 1974).
Estudos posteriores desenvolveram protocolos onde fibroblastos humanos
eram semeados em gel de colageno tipo I, formando assim equivalentes
dérmicos (ED), os quais faziam com que o este substrato fosse contraido, a
partir desse modelo se tornou possivel o estudo do processo de contracdo da
pele durante a cicatrizacao (BELL et al., 1979).

Atualmente os EPT tém sido produzidos a partir da semeadura de
gueratinécitos humanos em ED para produzir uma epiderme completamente
diferenciada (KIM et al., 2018). Assim esses EPT tém sido empregados como
modelos de pele humana em diferentes areas tecnoldgicas como a biologia
molecular, farmacologia, cosmética, engenharia tecidual e clinica médica (Z.
ZHANG & MICHNIAK-KOHN, 2012). Aléem da utilizagdo como substitutos de
pele para tratamento de lesdes cutaneas, os EPT tém valor adicional como
ferramentas para entender essas doencas e a biologia da pele fundamental,
além de facilitar a pesquisa em dermatologia e farmacologia da pele (YAN et
al., 2018).

Muitos estudos descrevem metodologias distintas, tais como, utilizagao
de fibrina associada a uma rede polimeros como estrutura de sustentacdo das
células, quitosana, e mais atual o uso da impressdo 3D (GSIB et al., 2018;
SRIRAM et al., 2016; YAN et al., 2018). Utilizacdo de matrizes de colageno tipo
| como estrutura esta entre as mais consagradas por possuir a capacidade de
interferéncia no processo de cicatrizac&o e por possuir maior semelhangca com
a pele humana, pois o colageno é o principal componente da matriz

extracelular (MEC) (ZENG et al., 2017).
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Com isso os EPT também mostram potencial como ferramentas para
estudos da MEC, a qual é base de sustentacdo dos tecidos (KIM et al., 2018).
A MEC é composta principalmente por proteinas fibrosas, como o colageno e a
elastina, que sd@o responsaveis pela sustentacdo estrutural e elastica de
diversos tecidos, fibronectina e laminina, que estéo relacionadas com a adesao
entre a matriz e a célula; e cadeias de polissacarideos como as
glicosaminoglicanos (GAGs) e proteoglicanos, que sao muito resistentes a
compressédo e permiti a difusdo de nutrientes, hormonios e outros mensageiros
quimicos (ZENG et al.,, 2017). As metaloproteinas secretadas pela MEC
desempenham papel importante no crescimento, proliferagcdo celular e as
etapas da cicatrizacao, regeneracao tecidual e morte (MASCIANTONIO et al.,
2017). Com isso a producdo de EPT facilita a pesquisa nas &reas
dermatologicas e farmacoldgicas da pele (KIM et al., 2018)

Com a crescente busca na reducdo do uso de animais na pesquisa, a
pesquisa por alternativas ou substituintes cutaneos, também s&o de grande
importancia (DOKE & DHAWALE, 2015). Neste contexto o uso da ET para o
desenvolvimento de modelos capazes de mimetizarem as funcdes dos tecidos
para testes de seguranca e efichcia tem se mostrado muito promissor
(HOLMES et al., 2009).

2.5. TERAPIA FOTODINAMICA DE BIOESTIMULACAO

A terapia fotodinamica (TFD) é um método terapéutico utilizado para o
tratamento de diversas doencas, possui vantagens e muita aceitacdo clinica
devido baixa invasividade e maior seguranca comparando-se as terapias
convencionais, além de se mostrar bastante eficiente por sua versatilidade e
simplicidade terapéutica (LI et al., 2017; WEI et al., 2017). Seus mecanismos
de acdo sao baseados na producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
como por exemplo o oxigénio singleto (*O2), peroxido de hidrogénio, anion
radical superodxido, radical hidroxila, além de outras formas radicalares (CHs"
NO2" , R-CO2" , etc.), partindo-se da administracdo de um composto
denominado fotossensibilizador (FS), em seguida se faz a irradiacédo de luz
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visivel monocromética (geralmente do tipo LASER ou LED) em um
comprimento de onda especifico, desencadeando uma série de reacles
fotogquimicas que levam a producdo de 'O2 e EROS que induzem uma
sucessdo de eventos bioldgicos, incluindo fototoxicidade, dano vascular e
resposta do sistema imunolégico ou fotobioestimulagdo quando empregados a
baixa poténcia (LUO et al., 2017; SILVA et al., 2018).

A terapia de fotobiomodulacdo (TFB) ou laser terapia, consiste na
utilizacdo de fontes de luz de baixa intensidade afim de ativar os croméforos
enddgenos com intuito de gerar respostas de ativacdo da regeneracao celular e
anti-inflamatérias (LIU et al., 2014; MA et al., 2012). Estudos demonstram os
beneficios dessa terapia, como por exemplo, aumento da funcao neuronal pos-
trauma, estimulagdo do crescimento neuronal, efeitos protetores em
cardiomidcitos pés isquemia, modulacdo do sistema imune, remodelacdo e
reparo do tecido 6sseo e regeneracdo de nervos e musculos (ALGHAMDI et
al., 2012; DAWOOD & SALMAN, 2013; ELSON & FORAN, 2015; NOVAES et
al., 2014; PEPLOW et al.,, 2010; PRINDEZE et al., 2012). Estudos também
demostram efeitos da TFB na producdo de colageno, proliferacdo de
fibroblastos e reducdo da resposta inflamatéria, o que a torna uma terapia
alternativa para os processos de cicatrizacao e reparacao tecidual (DEYHIMI et
al., 2016).

Embora o obijetivo inicial da TFD seja a producéo de altas concentracfes de
ERO, o que acarreta em danos celulares, como a apoptose ou necrose das
células patogénicas (SIQUEIRA-MOURA et al.,, 2013), estudos recentes
apontam que a diminuicdo da densidade de energia e por consequéncia uma
baixa producdo de ERO podem levar a uma resposta bioestimuladora em
células, tecidos ou 6rgdos, semelhante ao que ja acontece com a terapia de
fotobiomodulacédo, ativando respostas de crescimento, diferenciacdo e
regeneracao celular, (TEDESCO & JESUS, 2017).

Diante desse cenério estudos apontam a relacdo das doses de energia em
relacdo ao efeito terapéutico da TFD, mostrando que baixas doses de energia

podem levar as respostas que estimulam a sobrevivéncia celular, podendo
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assim denominar terapia fotodinamica de bioestimulagédo (TFDB) (AYSAN et
al., 2013; TOPALOGLU & BAKAY, 2022).

2.6. FOTOSSENSIBILIZADORES

Os fotossensibilizadores sdo compostos quimicos classificados como
corantes (naturais ou sintéticos), capazes de absorverem luz em um
comprimento de onda especifico, e entdo atuarem como responsaveis pelo
desencadeando de uma série de reacdes fotoquimicas resultantes da producgéo
de 102e ERO (KWIATKOWSKI et al., 2018).

Neste contexto a curcumina (figura 4) € um composto natural que possui
grande potencial como fotossensibilizador (MACHADO et al., 2019), além disso
desperta grande interesse medicinal baseado em estudos preliminares que
mostram seu potencial para tratamento e prevencdo de diversas patologias,
tais como doencas inflamatorias, cardiovasculares, neurodegenerativas e
neoplasicas, e atuar com forte acdo antioxidante (DE MATOS et al., 2018;
GUAN et al., 2016). A versatilidade terapéutica da curcumina é resultado da
sua ampla capacidade regulatéria de alvos moleculares, como, fatores de
crescimento e transcricdo e também de receptores de citocinas, enzimas e
genes responsaveis pela proliferacdo celular e apoptose (MACHADO et al.,
2019), No entanto a eficacia da curcumina em sistemas in vitroein
vivo depende da sua biodisponibilidade o que é Ilimitado pela sua baixa
solubilidade em meio aquoso, com isso se faz necessaria a combinacdo da

curcumina com a nanotecnologia farmacéutica.

Figura 4 - Férmula quimica estrutural da curcumina.
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Fonte: autor.
2.7. NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

A Nanotecnologia Farmacéutica (NF) revolucionou as formas
convencionais de liberacdo e design de medicamentos, com potencial de
fornecer solugdes inovadoras para diagnosticos, terapia e profilaxia para
diversas doencas (AMANTINO et al, 2020). A NF tornou possivel o
desenvolvimento de medicamentos em nanoescala com alta especificidade e
direcionamento para o tratamento especifico de diversas doencas (MARASSI
et al., 2015). O uso de nanocarreadores (figura 5) para incorporacao de
principios ativos e farmacos proporciona muitas vantagens terapéuticas,
comparando-se aos sistemas de entrega convencionais, tais como,
biocompatibilidade, transporte eficiente do farmaco, liberacdo controlada e
sustentada, e reducdo de efeitos adversos inerentes ao farmaco, ampliacéo
das formas de administracdo, destacando-se as vias oral, ocular, nasal,
transdérmica, subcutanea, intraperitoneal e intramuscular, e além da
possibilidade de administracdo direta na circulagdo sanguinea sem risco de

bloqueio dos vasos ou de efeito tromboembdlico (BIRHANU et al., 2017).
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Figura 5 - Principais sistemas nanoestruturados poliméricos utilizados para
aplicacdes biolégicas como nanocarreadores de ativos

0
Ra:

nanoemulsdo ____ Micela

Nanocapsula

nanoesfera

Fonte: Adaptado de Alcala-Alcala & Quintanar-Guerrero, 2015; Tang et
al., 2016.

As nanoemulsdes com recobrimento polimérico ou nanocépsulas
poliméricas (NC) apresentam muitas vantagens dentre outros tipos de
nanocarreadores, desde sua estabilidade prolongada, baixo custo de obtencao,
promocdo de liberacdo controlada e/ou sustentada, além da capacidade de
encapsulacdo de ativos com solubilidade distinta, alta biocompatibilidade e
biodegradabilidade (DAVEY, 2021; SIQUEIRA-MOURA et al., 2013)

Portanto neste contexto a presente tese teve como foco principal, o
aperfeicoamento do equivalente dérmico em equivalente de pele 3D, a partir do
desenvolvimento de camadas compostas por co-cultura de células com
queratindécitos e fibroblastos, e utiliza-los como alternativa a testes in vivo, e
modelo para ensaios de terapia fotodindmica de bioestimulagédo (TFDB) com

nanocapsulas de curcumina.
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVOS GERAIS

Desenvolver e caracterizar um novo equivalente de pele tridimensional in
vitro para utilizagdo como substituto aos modelos in vivo em testes de terapia

fotodinamica de bioestimulacdo com nanocapsulas de curcumina.

3.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver os equivalentes de pele tridimensionais (EPT);

e Analisar a morfologia e imuno-histoquimica dos EPT,;

e Desenvolver as nanocapsulas com curcumina (NC/Curc);

e Determinar o tamanho de particula, indice de polidispersao, potencial
Zeta e tempo de estabilidade de formulagcdo contendo
fotossensibilizador nanoestruturado (curcumina/nanocapsula
polimérica);

e Analisar morfologicamente as formulagdes de NC e NC/Curc;

e Realizar ensaios de citotoxidade das formulacbes em monocamada
celular e nos equivalentes de pele tridimensionais;

e Avaliar o efeito da fotobioestimulatéorio das NC/Curc em
monocamada e em equivalentes tridimensionais empregando-se
imuno-histoquimica;

e Avaliar a rede tridimensional do equivalente de pele e da matriz
extracelular utilizando técnicas de microscopia eletrbnica da alta
resolucao.

e Estudar o efeito fotobioestimulatorio das NC/Curc nos EPT

monitorando-se a viabilidade celular apoés irradiacao
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que o obijetivo inicial do
trabalho foi alcancado, as NC/Curc possuem grande potencial para utilizacao
na terapia fotodinamica de bioestimulagcdo, os equivalentes de pele 3D
apresentaram grande potencial como modelo de estudos in vitro, para
avaliacao dos efeitos biostimulatorios da combinacéo de fotossensibilizadores e
baixas doses de energia. Com isso podemos afirmar que os resultados obtidos
sdo bastante satisfatérios e de grande importancia e relevancia académica e
cientifica, e podendo atuar como importante suporte e referéncia para estudos

futuros nesta area do conhecimento.
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