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Resumo

A principal funcéo da pele relaciona-se com o revestimento externo do corpo, protegendo-o contra a
acdo de patogénios e agressdes mecanicas e quimicas. Anatomicamente, é composta por duas camadas
principais, a derme e a epiderme. Os queratindcitos sdo o tipo celular predominante na epiderme e estéo
organizados em diferentes camadas, estando constantemente sujeitos a agdo de estimulos ambientais.
Atualmente, sabe-se que as func¢Bes dos queratindcitos vao para além do seu caréater estrutural, sendo
células imunologicamente ativas que funcionam como sentinelas capazes de reconhecer moléculas e de
produzir mediadores inflamatorios, dos quais se destacam as citocinas. Em condi¢cdes homeostéaticas, 0s
niveis de expressdo destes mediadores pelos queratindcitos sdo bastante reduzidos. Contudo, na
presenca de varios estimulos, como é o caso da exposic¢ao a radiacdo ultravioleta (UV) ou a fatores
tumorais, os queratindcitos tornam-se células ativadas que produzem e libertam varios tipos de citocinas.
Consequentemente, tornam-se mais proliferativos e adquirem um fen6tipo migratdrio, caracterizado por
alteracfes na composigdo do citoesqueleto, comegando a expressar queratinas que ndo sdo expressas
normalmente (ex. queratina 6 (K6) e queratina 17 (K17)). Devido a crescente pressdo ética e legal sobre
a utilizacdo de animais para fins académicos ou industriais, os modelos tridimensionais (3D) in vitro
tém-se tornado ferramentas imprescindiveis. Comparativamente aos modelos bidimensionais (2D), o0s
modelos 3D permitem recapitular melhor a fisiologia da pele nativa, possibilitando a interacéo celular e
a comunicagdo com a matriz extracelular. Neste projeto, o principal objetivo consistiu no
desenvolvimento de um modelo tridimensional epidérmico que simulasse uma resposta inflamatéria por
parte dos queratindcitos. Foram utilizados queratindcitos epidérmicos humanos neonatais (HEKn) e
gueratindcitos da linha celular N/TERT-1, os quais foram semeados em matrizes comerciais porosas de
policarbonato. Para induzir a resposta inflamatéria explorou-se a agdo de diferentes intensidades de
radiagdo UV-B, ao fim de 48 e 96 horas, e também de diferentes concentraces do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), ap6s 24 e 48 horas. Na auséncia de estimulos inflamatorios, foi possivel obter
modelos com HEKn com organizacdo estrutural semelhante a verificada in vivo, tendo esta sido
confirmada através da expressdo de marcadores epidérmicos. Os ensaios com radiacdo UV-B parecem
indicar que os HEKn efetivamente adotam um fenétipo ativado, no qual existe um aumento da
proliferacdo celular e da expressdo da K6 e da K17, bem como da libertagdo de citocinas inflamatorias
(IL-6 e IL-1PB), 48 horas ap0s a exposi¢do. Ao fim de 96 horas os HEKn parecem permanecer num estado
ativado, ja que foi possivel identificar aumentos nos niveis de citocinas relativamente a situacdo
controlo. O TNF-a parece ter provocado um aumento na expresséo da K6 e da K17, tendo este aumento
sido verificado para ambos os tempos de pds-exposi¢do. Por outro lado, a linha celular N/TERT-1 nédo
se mostrou tao predisponivel para recriar a arquitetura multicamada da epiderme nativa, ndo tendo sido
observados sinais de proliferacdo, diferenciacdo ou estratificagdo celular. A espessura dos cortes
histoldgicos, a estabilidade da solucdo de vitamina C e o tempo de exposi¢do a interface ar-liquido (air-
liquid interface, ALI) foram estudados como possiveis fatores que influenciassem estes resultados, ndo
se tendo verificado uma relacdo de causalidade. Uma vez otimizados, os modelos poderdo ser utilizados
em testes de avaliacdo de farmacos de acdo anti-inflamatéria, permitindo prever de forma mais
aproximada a realidade o comportamento dos mesmos na pele humana nativa.

Palavras-chave: Queratindcitos; Modelo 3D epidérmico; Radiacdo UV-B; TNF-a; Citocinas
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Abstract

The main function of the skin is related to the external covering of the body, protecting it against the
action of pathogens and mechanical and chemical aggressions. Anatomically, it is composed of two
main layers, the dermis and the epidermis. Keratinocytes are the predominant cell type in the epidermis
and are organized in different layers, being constantly subject to the action of environmental stimuli.
Currently, it is known that the functions of keratinocytes go beyond their structural character, being
immunologically active cells that function as sentinels capable of recognizing molecules and producing
inflammatory mediators, of which cytokines stand out. Under homeostatic conditions, the expression
levels of these mediators by keratinocytes are greatly reduced. However, in the presence of various
stimuli, such as ultraviolet radiation (UV) or tumour factors, keratinocytes become activated cells that
produce and release various types of cytokines. Consequently, they become more proliferative and
acquire a migratory phenotype, characterized by changes in the composition of the cytoskeleton, starting
to express keratins that are not normally expressed (e.g., keratin 6 (K6) and keratin 17 (K17)). Due to
increasing ethical and legal pressure on the use of animals for academic or industrial purposes, three-
dimensional (3D) in vitro models have become essential tools. Compared to two-dimensional models
(2D), 3D models allow a better recapitulation of the physiology of the native skin, enabling cellular
interaction and communication with the extracellular matrix. In this project, the main goal was to
develop a 3D epidermal model that simulates an inflammatory response by keratinocytes. For this
purpose, neonatal human epidermal keratinocytes (HEKnN) and keratinocytes from the N/TERT-1 cell
line were seeded in commercial porous polycarbonate matrices. To induce the inflammatory response,
we analyse the action of different intensities of UV-B radiation, 48 and 96 hours post irradiation, and of
different concentrations of tumour necrosis factor alpha (TNF-a), 24 and 48 hours after treatment. In
the absence of inflammatory stimuli, it was possible to obtain HEKn models with structural organization
like that observed in vivo, which was confirmed through the expression of epidermal markers. Assays
with UV-B radiation seem to indicate that HEKn adopt an activated phenotype, in which there was an
increase in cell proliferation and expression of K6 and K17, as well as the release of inflammatory
cytokines (IL-6 and IL-1B), 48 hours after exposure. After 96 hours, HEKn appears to remain in an
activated state, as it was possible to identify increases in cytokine levels, in comparison to the control
situation. TNF-a seemed to have caused an increase in the expression of K6 and K17, and this increase
was observed for both post-exposure times. On the other hand, the N/TERT-1 cell line was not able to
recreate the multilayer architecture of the native epidermis, and no signs of cell proliferation,
differentiation or stratification were observed. The thickness of the histological sections, the stability of
the vitamin C solution and the time of exposure to the air-liquid interface (ALI) were studied as possible
factors that contributed to these results. However, no causal relationship was found. Once the models
are optimized, they can be used in assays to evaluate drugs with anti-inflammatory action, allowing
predicting more closely to reality their behaviour in native human skin.

Keywords: Keratinocytes; 3D epidermal model; UV-B radiation; TNF-a,; Cytokines
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1. Introducao

1.1. A pele é um 6rgdao multifuncional

A pele desempenha varias fungdes fundamentais a sobrevivéncia dos organismos, desde logo por
representar a principal interface entre o ambiente externo e o meio fisiolégico do interior do corpo,
atuando como primeira linha de defesal. A barreira oferecida pela pele confere suporte e elasticidade,
assegurando a protecdo dos Orgdos internos e, simultaneamente, a liberdade de movimentos?.
Adicionalmente, o sistema tegumentar impede a perda excessiva de agua e eletrélitos, prevenindo a
desidratacéo, enquanto limita a absorcdo desmedida a partir do meio ambiente?*. A pele assegura também
a termorregulacgdo, devido a existéncia de termorecetores e de glandulas sudoriparas, que participam ainda
na eliminagdo de produtos secundarios do metabolismo®. Dispersos pelo tecido cutaneo existem ainda
outros recetores sensoriais que permitem percecionar sensagdes como a dor, toque, vibragéo ou presséo,
possibilitando o estabelecimento de uma relagdo mais complexa entre 0s organismos e 0 meio
envolvente®.

O tegumento cutaneo é também um 6rgdo imunocompetente que desempenha fungdes essenciais para
a defesa dos organismos face a agressdes externas. A presenca de células imunitérias, péptidos
antimicrobianos (AMPs) e a produgdo de &cidos gordos (sebo) pelas glandulas sebéceas, os quais
participam na impermeabilizacdo do epitélio, contribuem para a formacéo de uma barreira imunoldgica
extremamente eficaz®. A natureza acida (pH 4.1-5.9) deste epitélio contribui também para a acéo
antimicrobiana, sendo letal para potenciais patogénios que prosperam em ambientes alcalinos, mas
simultaneamente inofensivo para a microflora nativa, que esta adaptada ao microambiente acido deste
6rgéo®. A pele pode também ser considerada como um érgéo endécrino independente ja que é responsavel
pela grande maioria (80-90%) da sintese de vitamina D. Além disto, participa na biossintese de diversas
substancias, como lipidos, carboidratos, colagénio, melanina e proteinas estruturais, tendo também
relevancia na biotransformacdo de xenobidticos®.

1.2. Estrutura tridimensional da pele

A pele representa 0 maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a 16-18% do peso corporal de um
adulto e ocupando uma éarea superficial de cerca de 2m? °, Anatomicamente, é constituida pela
justaposicdo e integracdo de um epitélio estratificado, ao qual se chama epiderme, com tecido conjuntivo
denso, comumente designado por derme. A epiderme e a derme estdo separadas pela membrana basal
(MB), e assentam sobre a hipoderme, que representa uma camada de tecido adiposo responsavel por
estabelecer a ligagéo da pele com os 6rgdos subjacentes® (Figura 1.1).

Primeiramente descrita por Malpighi, a epiderme consiste hum epitélio estratificado pavimentoso,
queratinizado, avascular e sem enervacdo, que deriva da ectoderme e constitui a camada mais externa da
pele. A sua espessura varia entre 0.05 mm até 1.5 mm, sendo que nas zonas do corpo protegidas por pelos
apresenta menor espessura, ao passo que nas regides sem pelos, esta camada é mais espessa. Os
queratindcitos sdo o tipo celular predominante na epiderme, correspondendo a cerca de 95% das células
existentes, encontrando-se também células de Langerhans, melandcitos e células de Merkel. Sendo a
epiderme a camada mais externa da pele, 0s queratindcitos estdo constantemente sujeitos a acdo de
diversos fatores ambientais e, consequentemente, s&o mais suscetiveis a sofrer danos. Por essa razéo, este
epitélio € dindmico, na medida em que existe renovacao celular, estando os queratindcitos constantemente
a ser sintetizados no stratum basale, e eliminados no stratum corneum. Em condi¢Bes normais, este
processo demora cerca de 15 a 30 dias®’.
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O stratum basale corresponde a camada epidérmica mais préxima da derme, sendo caracterizado pela
presenga de uma Unica camada de células cuboidais ou colunares com nucleos ovoides de dimens6es
elevadas. Neste estrato as células sdo heterogéneas, isto é, algumas permanecem conectadas a8 MB e as
restantes funcionam como células estaminais, apresentando elevada atividade mit6tica que lhes permite
dividir-se e proliferar rapidamente*’ (Figura 1.1.). E também no stratum basale que existem melandcitos,
células fusiformes de dimensdes inferiores as dos queratindcitos que produzem melanina, um pigmento
essencial na fotoprotecdo da pele contra a radiagdo UV".

Imediatamente adjacente ao stratum basale encontra-se 0 stratum spinosum, composto por oito a dez
camadas de células, e caracterizado pela elevada presenca de desmossomas que conferem um aspeto
poliédrico as células, apos fixacdo histoldgica*’ (Figura 1.1.). Os desmossomas atuam como mecanismos
de juncdo celular e sdo importantes para manter a integridade do tecido epidérmico, conferindo coeséo e
resisténcia face a abraséo a que a pele esté sujeita®.

A camada seguinte corresponde ao stratum granulosum, o qual é composto por trés a cinco camadas de
células com morfologia achatada e que no citoplasma apresentam elevadas quantidades de filamentos
intermédios de queratina (tonofilamentos), que consistem no principal componente proteico da epiderme*
(Figura 1.1.). Os queratindcitos desta camada produzem também elevadas quantidades de granulos de
gueratohialina, que contém profilagrina, forma precursora da proteina filagrina, a qual é essencial para o
processo de agregacdo dos tonofilamentos em fibrilhas, sendo estes responsaveis pela integridade da
epiderme®. Estes granulos possuem ainda loricrina, um polipéptido cujas funcdes se refletem ao nivel da
queratinizacdo do epitélio. Adicionalmente, no citoplasma dos queratindcitos € ainda possivel encontrar
corpos lamelares, que possuem uma mistura de glicoesfingolipidos, fosfolipidos e ceramidas*®. A medida
que os queratindcitos migram em direcdo a superficie da epiderme, verifica-se um aumento substancial
da quantidade e tamanho dos corpos lamelares no citoplasma, até que eventualmente a sua membrana se
funde com a membrana plasmatica da célula e o contedo lipidico é libertado para o espaco intercelular.
Assim, 0s queratindcitos comegam a preparar-se para 0 processo de cornificacdo, altura em que as
atividades metabdlicas vitais da célula cessam e esta degenera. Deste modo, o stratum granulosum marca
a transigdo entre os estratos mais internos da epiderme, que se encontram metabolicamente ativos, e 0s
estratos superficiais onde ocorre morte celular®’.

Em algumas regides anatdmicas especificas desprovidas de foliculos pilosos, como as superficies
palmares e plantares, existe uma camada epidérmica adicional, chamada stratum lucidum, que consiste
numa camada semi-translicida e homogénea entre o stratum granulosum e o stratum corneum. E
constituida por quatro a seis camadas de queratindcitos completamente achatados, cujo nicleo e organelos
citoplasmaticos sofreram digestdo enzimatica, e cuja membrana plasmatica é mais espessa*® (Figura 1.1.).

O stratum corneum é a camada epidérmica mais superficial, composta por 25 a 30 camadas de células
funcionalmente inativas e achatadas, que passam a denominar-se por cornedcitos® (Figura 1.1.). Estas
celulas sdo desprovidas de nucleo e organelos, sdo ricas em queratina e encontram-se numa matriz lipidica
resultante da libertacdo do contelido dos corpos lamelares. A profilagrina e loricrina dos granulos de
queratohialina, sdo essenciais para a formacao do envelope cornificado dos queratindcitos, que consiste
numa estrutura insollvel espessa que substitui a membrana plasmatica e que contribui para a
impermeabilizacdo do epitélio®. Deste modo, os cornedcitos formam conexdes muito sélidas e
organizadas entre si, que minimizam 0s espacos intercelulares e originam padrdes complexos,
assegurando a integridade da barreira fisica desempenhada pela pele*°.

A diferenciacdo terminal dos queratindcitos é dependente da concentracdo de célcio, existindo um
gradiente ao longo das diferentes camadas da epiderme que atinge 0 seu maximo no stratum granulosum?,
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O calcio é responsavel pela regulacdo de diversos fendmenos, como a secre¢do do contetdo dos corpos
lamelares e 0s processos apoptéticos que convertem os queratindcitos em cornedcitos. Além disto, o
calcio é ainda essencial para a expressdo de genes de diferenciacdo dos queratindcitos (queratina 1 (K1)
e queratina 10 (K10), involucrina (INV), filagrina e loricrina) e para degradacdo das proteinas
corneodesmossomais, quebrando as ligagdes entre células adjacentes™.

Ao contrério do que se verifica na camada epidérmica, a derme possui enervacgao, vasos sanguineos e
linfaticos, foliculos pilosos e glandulas sebaceas e sudoriparas® (Figura 1.1.). Tem origem mesodérmica
e é composta por uma rede densa e irregular de tecido conjuntivo, que confere suporte a epiderme e se
estende até a hipoderme?. O tecido conjuntivo da derme é essencialmente composto por uma matriz
extracelular rica em glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas, que conferem estrutura e
hidratacéo a esta camada?. Adicionalmente, na derme existem também fibras de colagénio e de elastina
que conferem rigidez e elasticidade, respetivamente®. Os fibroblastos sdo por exceléncia as células do
tecido conjuntivo, apresentando-se como fusiformes e com nucleo bem visivel, contribuindo para a
producéo e regeneracdo da matriz extracelular?.
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Figura 1. 1 Representacdo da morfologia da pele humana. A esquerda apresenta-se a representacéo esquematica da estrutura
da pele, onde estéo retratadas a epiderme, a derme e os diversos apéndices (foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas).
A direita apresenta-se um corte histolégico de pele humana (coloragdo Hematoxilina-Eosina (H&E)), evidenciando as diferentes
camadas da epiderme (stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum e stratum corneum). Adaptado
de (5). llustracdo criada em BioRender.com.

1.2.1. Filamentos intermédios: componentes essenciais da epiderme

Juntamente com os filamentos de actina (microfilamentos) e microttbulos, os filamentos intermédios
(IFs) sé&o um dos principais componentes do citoesqueleto das células dos metazoarios. Estes polimeros
foram inicialmente distinguidos pelas suas dimensoes, ja que possuem um didmetro de aproximadamente
10 nm, sendo menores do que os microttbulos (25 nm) mas maiores do que os microfilamentos (7 nm)*2.
Enquanto os microfilamentos e os microtubulos sdo polimeros compostos por apenas um tipo de proteinas
(actina e tubulina, respetivamente), os IFs sdo compostos por um ou mais membros de uma grande familia
de proteinas, codificadas por mais de 70 genes'®, e cuja expressdo é influenciada pelo tipo celular®.
Atualmente, conhecem-se mais de 50 tipos de proteinas de IFs que se encontram classificadas em seis
tipos, de | a VI, com base na sua composi¢do em aminoacidos e na homologia da sequéncia do acido
desoxirribonucleico (DNA)*,

auuapidy
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Outra caracteristica Unica dos IFs relaciona-se com o seu modo de agregacdo. Os microfilamentos e
microtubulos agregam-se de forma polar, isto é, enquanto na extremidade apical ha polimerizagdo, através
da adicdo de mondmeros, na extremidade oposta ocorre despolimeriza¢do. Contrariamente, os IFs sdo
estruturas apolares, podendo crescer em ambas as diregdes. A formagdo dos IFs inicia-se com o
alinhamento paralelo de dois monomeros, formando dimeros. Os dimeros associam-se lateralmente de
forma antiparalela formando tetrameros apolares que, por sua vez, se associam lateralmente formando a
unit-length filament (ULF). O crescimento dos IFs da-se entdo pela agregacdo longitudinal de ULFs que,
posteriormente, sdo sujeitas a uma compactacéo radial que reduz o seu didmetro para 10 nm** (Figura
1.2).

Os subtipos | e Il sdo compostos por queratinas, correspondendo a 54 dos 70 genes codificantes de
IFs, 0 que as torna nos IFs mais abundantes em todos os epitélios®®. As queratinas expressas nos humanos
sdo categorizadas, com base nas suas propriedades eletroquimicas, em queratinas &cidas (tipo 1) ou
neutras/bésicas (tipo Il). Estes dois subtipos sdo também divergentes no que respeita ao seu peso
molecular (40-56.5 kDa para as queratinas tipo | e 53-67 kDa para as queratinas tipo 11)*°. Para a agregacgdo
dos tonofilamentos é necessario que um polipéptido do tipo | se agregue com um polipéptido do tipo II,
formando heterodimeros'?® (Figura 1.2).
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Figura 1. 2 Processo de formacéo dos IFs. A formacao dos IFs comega com a associagdo paralela de dois monémeros, formando
heterodimeros. No caso das queratinas, a formacédo dos dimeros ocorre através da interagdo de um monémero de queratina tipo |
com um monomero tipo Il. Os heterodimeros associam-se de forma antiparalela originando tetrameros que, posteriormente, se
associam lateralmente formando a unit-length filament (ULF). As ULFs agregam-se longitudinalmente e, apds sofrerem com-
pactacgdo, originam filamentos de queratina com 10 nm de didmetro. A seta a direita indica o sentido em que a formacdo dos IFs
se desenrola. Adaptado de (16).

Comparativamente com os microfilamentos e os microtibulos, os IFs apresentam maior estabilidade
e flexibilidade, sendo fundamentais ao conferirem suporte mecénico e assegurarem a integridade
estrutural das células, permitindo as ligagOes entre si e com a matriz extracelulart?'4. No caso especifico
dos epitélios estratificados como a epiderme, as ligacGes entre células adjacentes realizam-se através de
desmossomas por interacdo dos tonofilamentos com a desmoplaquina. Por outro lado, os IFs estdo
também envolvidos nas interagdes das células com a matriz extracelular, sendo esta ligagdo reforcada em
6rgdos sujeitos a stresses mecanicos, como € o caso da pele. Assim, as ligacGes dos queratindcitos do
stratum basale a MB ocorrem através de hemidesmossomas, por intermédio da plectina®* (Figura 1.3).
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A regulacdo da expressao das queratinas é dependente de varios fatores, entre os quais, o tipo de tecido,
o0 estadio de diferenciagdo da célula e o contexto em que a célula se encontra, evidenciando assim a
relevancia destas proteinas como biomarcadores®®. No caso especifico da epiderme, perante condi¢des de
homeostase, 0 processo de diferenciacao caracteriza-se pela expressao diferencial de queratinas nas varias
camadas, verificando-se elevados niveis de expressdo da queratina 5 (K5) e da queratina 14 (K14) no
stratum basale. Porém, a medida que os queratindcitos se diferenciam e migram para as camadas
superiores a expressdo destas queratinas diminui, verificando-se um aumento na expressdo da K1 e da
K10. Perante certos estimulos, como tensdo mecéanica ou stress quimico (ex. hipoxia) os padrGes de
expressdo das queratinas sdo alterados. Em resposta a infe¢cdes ou condi¢des inflamatdrias associadas a
certas patologias, verifica-se um aumento na expressdo das queratinas 6 (K6), 16 (K16) e 17 (K17). O
aumento da expressdo destas queratinas estd associado ao decréscimo da expressdo de queratinas
expressas em condigdes de equilibrio, como a K1 e K10, indicando que as células se encontram num
estado ativado e hiperproliferativo’>’. Além disto, a expressdo destas queratinas pode também ser
induzida por vérias citocinas e fatores de crescimento, como o TNF-a., ou pela agdo da radiacdo UV™.
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Figura 1. 3 Importancia dos IFs para a manutencao da integridade do tecido epidérmico. Os tonofilamentos asseguram a
ligacdo entre células adjacentes através da desmoplaquina nos desmossomas (na imagem a direita) e, simultaneamente, sao tam-
bém fundamentais para as intera¢des das células com a MB, atravées de hemidesmossomas, mediante interagdo com a plectina
(na imagem a esquerda). Adaptado de (14).

1.3. A superexposicdo a radiacdo UV provoca danos celulares

Estando a pele em contacto direto com o meio exterior, nenhum outro érgdo esta tdo exposto e,
consequentemente, vulnerdvel aos efeitos dos stresses ambientais, sendo estes muitas vezes manifestados
sob a forma de lesbes que provocam feridas, doencas inflamatorias e oncoldgicas ou que aceleram o
envelhecimento®®. Os seres humanos encontram-se constantemente expostos a acdo da radiagdo solar,
guer seja de forma natural ou artificial, estando os efeitos dessa exposi¢do bem documentados. Quando
em doses adequadas, a radiacdo solar tem implicacGes importantes para a satde (ex. sintese de vitamina
D), contudo, a superexposicdo, pode potenciar o aparecimento de diversas condigdes clinicas®®.

Cerca de 51% das ondas eletromagnéticas produzidas pelo sol encontram-se na regido correspondente
a radiacéo infravermelha, sendo que do restante, 47% corresponde a luz visivel e 2% a radiagdo UV?,
Por sua vez, o espetro da radiacdo UV encontra-se dividido, consoante o comprimento de onda da
radiagdo, em UV-C (100-290nm), UV-B (290-320nm) e UV-A (320-400nm), sendo o comprimento de
onda inversamente proporcional ao potencial energético das radiacdes®®. Deste modo, as radiacdes UV-C
sdo as mais energeticas e, consequentemente, as que tém maior potencial para causar danos biolégicos.
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Contudo, a atmosfera atua como um filtro que absorve cerca de 77% da radiagdo UV total, impedindo que
os raios UV-C alcancem a superficie terrestre. Adicionalmente, mais de 90% da radiacdo UV-B é retida
na atmosfera, sendo a radiacdo UV que alcanca a superficie da Terra composta por raios UV-A (95%) e,
em muito menor quantidade, por raios UV-B (5%)%. No que respeita a interacdo da radiagdo UV com a
pele, sabe-se que a capacidade de penetracdo no tecido cutdneo é diretamente proporcional ao
comprimento de onda das radiacdes. Assim, apesar de menos energéticas, as radiacbes UV-A tém maior
capacidade de penetracdo, atingindo a camada dérmica, ao passo que as radiacdes UV-B afetam
maioritariamente a epiderme?*?? (Figura 1.4).
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Figura 1. 4 Espetro da radiacgdo solar e interacdo da radiacdo UV com a pele. O espetro da radiacdo solar inclui as radiacfes
UV, a luz visivel e as radiag@es infravermelhas. O espetro da radiagdo UV esta dividido em radia¢cdes UV-C (100-290nm), UV-
B (290-320nm) e UV-A (320-400nm), sendo o comprimento de onda inversamente proporcional ao potencial energético. As
radiagdes UV-C ficam retidas na camada de 0zono da atmosfera, ao passo que as radiacdes UV-B e UV-A atingem a superficie
terrestre. As radiagcdes UV-A exibem maior capacidade de penetracdo no tecido cutaneo, atingindo a camada dérmica, enquanto
a radiacdes UV-B atingem sobretudo a epiderme. Adaptado de (23). llustracéo criada em BioRender.com.

A radiacdo UV ¢é responsavel por provocar uma grande variedade de efeitos na pele, que podem ser
agudos ou cronicos. As respostas agudas incluem fotolesdes, eritemas, muta¢des, imunossupressao e
sintese de vitamina D. Por outro lado, os efeitos cronicos mais preponderantes sao o fotoenvelhecimento
e a fotocarcinogénese. As radiacbes UV-A e UV-B apresentam diferentes propriedades no que respeita
aos efeitos bioldgicos que despoletam na pele!®?*. A radiacdo UV-B atua diretamente sobre o DNA das
células, provocando fotolesdes e rearranjos moleculares através da formacdo de dimeros de pirimidina
ciclobutano (CPDs). Caso os mecanismos de reparacdo celular endégenos ndo consigam repor a
integridade gendmica, estabelecem-se mutacfes que, em muitos casos, persistem ao longo das divisdes
celulares conduzindo a carcinogénese. Por outro lado, a radiacdo UV-A ndo tem efeito direto sobre o
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DNA. Ao invés disso, os fotdes de radiagdo UV-A absorvidos conduzem a formacao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) que podem transferir a sua energia para 0 DNA através de intermediérios oxidativos?*.
Quando a concentracdo de ROS na célula é demasiado elevada, instala-se um desequilibrio face a
quantidade de moléculas antioxidantes, provocando stress oxidativo que, por sua vez, altera as funcoes
celulares'®. Deste modo, os efeitos da radiacdo UV-A estdo sobretudo associados a manifestacdes
fenotipicas que se traduzem no envelhecimento precoce da pele. Em contrapartida, o superior potencial
mutagénico e citotoxico da radiacdo UV-B?* traduz-se no aparecimento de eritemas graves, que se
caracterizam por uma resposta inflamatéria aguda e que podem evoluir para lesdes carcinogénicas®®.

1.4. A inflamacdo esta subjacente a varios processos fisiologicos e
patoldgicos

A inflamag&o apresenta-se como um mecanismo de defesa inato e vital que surge como resultado de
diversos processos evolutivos. A sua finalidade é potenciar o combate contra agentes prejudiciais para a
satide, promovendo a remodelagéo dos tecidos e, em Gltima instancia, o restabelecimento da homeostase?.

As respostas imunitarias inatas baseiam-se no reconhecimento inespecifico, através de recetores de
reconhecimento de padrdo (PRR), de moléculas genericamente designadas por padrdes moleculares
associados a patogénios (PAMPS), que se encontram em muitos tipos diferentes de microrganismos?.
Adicionalmente, 0os PRR reconhecem também moléculas enddgenas que sdo produzidas e libertadas por
células danificadas ou mortas, respetivamente, em resposta a danos fisicos, quimicos ou metabdlicos
(agentes estéreis) e que se designam por padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs)?627, Assim, a
inflamacéo pode ser desencadeada quando existe reconhecimento de patogénios, lesbes dos tecidos ou
inducéo de stress celular (inflamagéo estéril)?’.

Perante o reconhecimento de PAMPs ou DAMPs pelos PRR das células dos tecidos lesados, a resposta
inflamatdria aguda é iniciada com a produgdo de mediadores inflamatérios, como citocinas (ex.
interleucina (IL)-1B e IL-6), quimiocinas, leucotrienos e prostaglandinas®’. As citocinas séo proteinas
reguladoras que se ligam a recetores especificos e que desempenham um papel fundamental na
comunicacdo celular, assegurando a manutencgéo da homeostase do organismo?%, A agédo mais imediata
dos mediadores inflamatorios recai sobre o endotélio vascular que, perante tais estimulos, é ativado,
verificando-se um aumento na vasodilatagdo e permeabilidade vascular, bem como na producéo de
moléculas de adesdo celular (ex. seletinas). Desta forma, através de um processo seletivo, os leucécitos,
na sua maioria neutrofilos, que normalmente estao restringidos aos vasos sanguineos, extravasam para 0s
tecidos lesados. Uma vez nos tecidos, 0s neutrofilos migram, por quimiotaxia, até ao local onde existe
maior expressdo de mediadores inflamatorios pelas células residentes, onde libertam o contetido toxico

dos seus granulos, na tentativa de neutralizar a ameaca®.

Quando as ameacas estdo controladas é necessario que a reacdo inflamatdria cesse, por forma a impedir
a sua progressao e exacerbacao que, caso contrario, pode causar graves danos teciduais. A resolucao da
inflamacédo é um processo ativo e complexo, regulado tanto a nivel espacial como temporal, e dependente
da acéo controlada de varios intervenientes para o restabelecimento das condicoes pré-inflamatdrias®. De
forma simplificada, durante esta fase comecam a ser produzidos mediadores anti-inflamatorios, como
lipoxinas, resolvinas e protetinas, em detrimento dos mediadores pré-inflamatorios até entdo expressos.
Em particular, as lipoxinas desempenham um papel crucial, j& que inibem o recrutamento de neutrdéfilos
e, simultaneamente, promovem o recrutamento de mondcitos, que vdo eliminar as células mortas
resultantes da reacéo inflamatdria aguda, promovendo, por fim, a reparacéo dos tecidos®*3,
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1.4.1. A epiderme possui sentinelas imunitarias

Durante muito tempo, o carater estrutural dos queratindcitos era visto como a sua Unica fungéo.
Contudo, atualmente, sabe-se que estas células ndo sdo imunologicamente inertes, sendo consideradas
sentinelas ativas, que contribuem para a preservacéo da barreira imunolégica da pele®?*. Além de serem
capazes de produzir uma grande variedade de mediadores quimicos, como citocinas, estas células tém
ainda capacidade para responder a esses mediadores, ja que possuem recetores para 0s mesmos34,
Adicionalmente, os queratindcitos sdo também capazes de reconhecer PAMPs e DAMPs através varios
tipos de PRRs, entre os quais se destacam os recetores tipo Toll (TLRS) e os recetores tipo NOD
(NLRs)323%,

Os TLRs sdo recetores transmembranares situados na superficie celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5
e TLR6) ou em compartimentos intracelulares, como endossomas (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9), e que
podem ser ativados por microrganismos ou moléculas enddgenas libertadas por células danificadas®2333,
O reconhecimento de PAMPs e DAMPs pelos TLRs conduz a ativagdo das vias de sinalizac¢éo celular do
hospedeiro que despoletam respostas imunitarias inatas e adaptativas, havendo producdo de AMPs,
citocinas e quimiocinas® (Figura 1.5).

Os NLRs sdo recetores intracelulares que detetam a presenca de PAMPs e DAMPs, conduzindo a
formacg&o de um complexo multiproteico denominado inflamassoma. Para a formag&o deste complexo é
necessaria a presenca de uma proteina recetora NLRP (Nucleotide-binding oligomerization domain,
Leucine rich Repeat and Pyrin domain containing), uma proteina adaptadora ASC (apoptosis- associated
speck-like protein containing a caspase recruitment domain) e uma protéase pré-caspase 1% (Figura
1.5). As interagdes entre estas proteinas coordenam as fungdes do inflamassoma que, por sua vez, regula
a inflamacéo e a resposta imunitéria inata. S&o varios os estimulos que podem ativar o inflamassoma
NLRP, como é o caso da radiacdo UV-B, algumas toxinas e produtos irritantes®®. A ligacdo dos
componentes do inflamassoma NLRP conduz & ativacéo da caspase 1 que, por sua vez, induz a maturagdo
da IL-1p e I1L-18 através da clivagem das suas formas precursoras (pré- IL-1p e pré-1L-18)% (Figura 1.5).
A ativacdo destas citocinas amplifica a resposta inflamatéria através da expressdo de outras citocinas, da
proliferacéo dos queratindcitos e da ativacdo de células imunitarias®,

1.4.2. Os queratinocitos produzem e reconhecem mediadores inflamatorios

Os queratinécitos apresentam-se como 0s principais produtores de citocinas da epiderme expressando,
simultaneamente, recetores que reconhecem alguns tipos dessas citocinas por eles produzidas. Em
condigdes de homeostase, 0s niveis de produgdo constitutiva de mediadores inflamatorios pelos
queratindcitos sdo bastante reduzidos. Contudo, perante varios estimulos, como a radiagdo UV-B?%,
microrganismos, fatores tumorais ou qualquer disrupcdo da barreira fisica da pele, os queratindcitos
deixam de estar inativados, havendo um aumento significativo da producdo de citocinas. Perante tal
cenario, estas células adotam um fen6tipo migratorio, proliferativo e pré-inflamatorio, caracterizado por
alteragdes na composicao do citoesqueleto, através da expressdo de queratinas até entdo ndo expressas
(ex. K6 e K17)3%°40,
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Figura 1. 5 O papel dos queratindcitos como sensores de perigo. Os queratindcitos possuem recetores de reconhecimento de
padrdo (PRR) dos quais se destacam os recetores tipo Toll (TLRs) e os recetores tipo NOD (NLRs). Os TLRs sdo recetores
transmembranares que estdo presentes na membrana plasmatica da célula ou em endossomas e que, quando ativados conduzem
a produgao de péptidos antimicrobianos (AMPs), citocinas e quimiocinas. A radiacdo UV, assim como outros fatores, conduzem
a ativacdo dos NLRs citoplasmaticos, resultando na ativagdo do inflamassoma. Este complexo multiproteico é composto por uma
proteina recetora NLRP, uma proteina adaptadora ASC e uma prd-caspase 1. Quando estes componentes se juntam, a caspase 1
é ativada e a pro-interleucina-1p (pro- 1L-1p) é clivada, adquirindo uma conformagdo biologicamente ativa (IL-1). Adaptado
de (41). llustragdo criada em BioRender.com.

Mais do que qualquer outra familia de citocinas, os membros da familia IL-1 estdo intimamente
associados com a inflamagdo aguda e crénica®?. Em particular, a IL-1p é uma citocina altamente
inflamatoria, cuja regulacdo da sua expressao, entre outros aspetos, foram extensivamente estudados ao
longo dos anos***. E sintetizada sob a forma de um percursor funcionalmente inativo (pré-1L-1p) que,
apos sofrer clivagem pela enzima caspase-1, adquire a conformacdo necessaria para se ligar aos recetores
membranares (IL-1R), tornando-se bioativa*. Existem dois recetores de membrana aos quais a IL-1p se
pode ligar, sendo o IL-1RI considerado um recetor biologicamente ativo e o IL-1RII funcionalmente
inativo®. Em condigcdes homeostaticas a IL-1B ndo é expressa de forma constitutiva pelos
queratindcitos®. Contudo, quando a epiderme é lesada, as reservas citoplasmaticas desta citocina séo
libertadas, atuando de forma paracrina sobre uma grande variedade de células, como € o caso das células
endoteliais, que passam a expressar maiores quantidades de moléculas de adesédo, e dos leucdcitos,
induzindo a sua migragdo por quimiotaxia para o local afetado®®*3, Adicionalmente, a IL-1p3 atua também
sobre os proprios queratindcitos (a¢do autdcrina), estimulando a sua migracdo e hiperproliferacéo, ao
mesmo tempo que induz a producdo de fatores de crescimento e de outras citocinas (ex. IL-6),
contribuindo para a manutencéo do estado inflamatério®“°. Grandes aumentos na secrecéo desta citocina
estdo na base de patologias inflamatérias como a psoriase e a dermatite atopica®®.
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A IL-6 é uma citocina pleiotrdpica que provoca multiplos efeitos e que é expressa pelos queratindcitos
humanos, estando maioritariamente associada a resposta inflamatoria. Em condi¢bes normais, 0s
gueratindcitos produzem e libertam quantidades muito reduzidas de IL-6, mas a disrupcdo da barreira
epidérmica através da acdo de varios agentes, como € o caso da radiacdo UV-B, intensifica a expressdo
desta citocina*’. O aumento da libertacédo de IL-6 pelos queratindcitos esta associado com um aumento da
sua proliferacdo e com a diferenciacdo anormal da epiderme, estando a sua a¢do bem documentada em
diversas patologias inflamatérias de pele*®. Além disto, a IL-6 desempenha também um papel fundamental
na promocao da maturacdo e ativacdo dos neutrofilos e na maturacdo de macréfagos, realgcando a sua
importancia como citocina pré-inflamatéria®.

O TNF-a é também uma citocina com um papel essencial na regulacdo da resposta inflamatéria. Em
condi¢bes normais, a sua expressdo na epiderme estd restrita as camadas superiores e ocorre em
quantidades controladas, tendo efeitos geralmente benéficos para o hospedeiro. Todavia, sob condi¢Bes
patoldgicas, a sua libertacéo é aumentada, podendo conduzir a efeitos deletérios?*2, Além da participacdo
na inflamac&o cutanea, esta citocina esta ainda envolvida numa grande variedade de processos, incluindo
a proliferacéo e diferenciacdo celular, bem como a inducédo da apoptose®®s. Estes e outros efeitos sdo
mediados através da ligacdo desta molécula a um dos seus dois recetores membranares- TNFR1 e
TNFR2%2, Os queratinécitos apresentam capacidade para produzir e responder a esta citocina através do
TNFR1 que, quando ativado, conduz a ativacdo de vérios fatores de transcricdo que culminam na
expressdo de outras citocinas (ex. IL-1 e IL-6), quimiocinas e moléculas de adesdo®. Adicionalmente,
quando combinado com outras citocinas, 0 TNF-o contribui para a amplificacdo da resposta imunitaria
por parte dos queratinécitos®.

Estes e outros mediadores pré-inflamatorios produzidos pelos queratinécitos ativados podem atuar de
forma autdcrina, potenciando a resposta inflamatéria dos proprios queratindcitos, mas também de forma
paracrina, atuando sobre outros tipos celulares, como fibroblastos, células endoteliais e células
imunitarias®. Assim, os queratinécitos podem ser descritos como células efetoras pré-inflamatdrias que
se encontram estrategicamente posicionadas na interface do organismo com 0 meio exterior, e que reagem
a diversos stresses ambientais através da producéo coordenada de citocinas pré-inflamatorias e outros
mediadores®**!. Desta forma, estas evidéncias suportam o conceito de a epiderme ser um 6rgdo com
atividade imunoldgica e realgam o papel complexo que os queratinécitos desempenham na inflamagéo?.

1.5. Bioengenharia de tecidos: alternativa para o estudo da fisiologia e
patologias cutaneas

Embora a pele humana seja 0 modelo ideal para investigar distarbios dermatoldgicos e realizar testes
de toxicidade, a sua utilizacdo é muito restrita devido a questdes éticas e de seguranca, sendo a
experimentagdo animal um dos métodos alternativos mais utilizados®. Contudo, nos Gltimos anos o uso
de seres vivos para fins académicos, clinicos ou industriais tem sido cada vez mais alvo de debates éticos
e sociais®. Como resultado, a Unido Europeia implementou politicas de proibicéo de testagem de produtos
cosméticos em animais (Regulamento (CE) No. 1223/2009), acompanhadas de varias recomendacdes (ex.
principio dos 3Rs) (Diretiva 2010/63/UE)>-*5, Adicionalmente, o uso de modelos animais, nomeadamente
ratinhos, apresenta-se como uma alternativa pouco fiavel, ja que a sua utilizacdo esta associada a uma
capacidade preditiva limitada devido as diferencas interespecificas da fisiologia da pele, bem como, dos
mecanismos moleculares envolvidos na progressdo de determinadas patologias®’. Deste modo, enquanto
alguns dos farmacos aprovados pela experimentacdo animal se podem mostrar toxicos para 0s humanos,
outros podem ser seguros, apesar de ndo serem aprovados nos ensaios com animais®®*°, Por outro lado, o
uso de espécies cuja pele apresenta maior semelhanca com a pele humana (ex. suinos) é logisticamente
complicado e os custos associados ndo permitem o seu uso®. Assim, devido sobretudo a questdes éticas
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e econdmicas, os investigadores tém sido encorajados a reduzir a experimentacdo animal em detrimento
de modelos in vitro, que sdo fundamentais para estudos de citotoxicidade, modulacéo de patologias e para
o aumento do conhecimento da biologia dos tecidos®®.

Quando comparados com os modelos 3D, os modelos 2D apresentam-se como alternativas mais
econdmicas e faceis de manipular, permitindo obter resultados mais rapidamente. Porém, sdo varias as
limitagBes associadas a estes modelos, os quais se baseiam em monoculturas de células que crescem em
monocamada, originando representacdes simplistas da morfologia dos tecidos nativos®>*°. Deste modo,
0s modelos 2D ndo permitem o estabelecimento de intera¢bes celulares nem a comunicacdo das células
com a matriz extracelular, sendo estes fendmenos essenciais para diversos processos (ex. mitose e
diferenciacdo)®’®1. Adicionalmente, devido ao crescimento em monocamada, a expressio génica e a
estrutura do citoesqueleto das células sdo também alteradas, resultando na perda de diversidade fenotipica
e de diversas funcdes fisiologicas®’52,

Os modelos 3D compreendem um microambiente especifico para o tecido em estudo, permitindo o
crescimento e interacdo celular e assegurando a manutencdo da tridimensionalidade das células. Além
disto, estes modelos permitem também estudar as interacOes entre diferentes tipos celulares, bem como a
comunicacdo com a matriz extracelular. Assim, por permitirem uma maior aproximacdo as condi¢des
verificadas in vivo e apresentarem um tempo de producdo relativamente baixo, os modelos 3D séo
considerados como uma excelente ferramenta de investigacdo®”!. No que respeita ao tecido cutaneo,
podem ser elaborados modelos de epiderme humana reconstruida (RHE) ou modelos de pele humana
reconstruida (RHS)®.

Os modelos de RHE obtém-se através da cultura de queratindcitos sobre uma membrana polimérica
(scaffold), perante condi¢es propicias a diferenciacdo e estratificacao das células, nomeadamente, através
da exposicdo a ALI, essencial para a obtencdo da morfologia aproximada as condicdes fisiologicas da
epiderme®®4, Além do calcio, sdo ainda necessarios fatores de crescimento e outras moléculas para o
sucesso destes modelos. O acido ascorbico, comumente designado por vitamina C, é particularmente
relevante na medida em que promove a diferenciagdo dos queratindcitos e contribui para o equilibrio do
perfil antioxidante das células, através do aumento dos niveis de glutationa intracelular®%, Os scaffolds
utilizados para gerar modelos de RHE e RHS tém como objetivo fornecer suporte e facilitar a adeséo e o
crescimento 3D das células, mimetizando as propriedades mecanicas e bioldgicas da matriz extracelular®’.
Desta forma, os scaffolds podem ter origem natural ou sintética, sendo os mais utilizados os scaffolds de
policarbonato ou poliestireno, devido as suas propriedades fisicas (porosidade e elasticidade) e por serem
inertes e biocompativeis®®. O uso de scaffolds sintéticos é ainda vantajoso na medida em que a sua
utilizacdo néo necessita obrigatoriamente de ser conjugada com produtos de origem animal, valorizando
0s modelos.

A matriz extracelular é composta por uma mistura de proteinas secretadas pelos queratindcitos e
fibroblastos. Por essa razo, nos modelos de RHE, a auséncia de interagdo entre as células da epiderme e
da derme pode representar uma desvantagem, podendo esta ser ultrapassada através da utilizacdo de
polimeros naturais, nomeadamente, colagénio, que facilita a adesdo dos queratindcitos ao scaffold>*%e.
Outra opgdo é a de introduzir um componente dérmico (ex. fibroblastos) nos modelos, tornando-os mais
aproximados das condicdes in vivo e, por isso, melhores abordagens para investigar diversas doencas e as
acdes de produtos quimicos na pele®®.

O tipo de células a utilizar nestes modelos é também um fator importante a ter em consideracéo. Os
modelos de RHE e RHS atualmente existentes sdo geralmente elaborados com células primarias, obtidas
a partir de intervenc@es cirurgicas realizadas em individuos com pele saudavel. Estas células permitem
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obter modelos bastante representativos das caracteristicas morfoldgicas e funcionais dos tecidos. Todavia,
a logistica relacionada com a sua obtencéo, a varia¢do associada a recolha a partir de diversos dadores e
a capacidade restrita de proliferacdo e expansdo destas células sdo as principais desvantagens associadas
ao seu uso®. O uso de linhas celulares, como é o caso da linha celular N/TERT-1, pode representar uma
solugdo para as limitagGes das células primérias. Esta linha celular foi desenvolvida no ano de 2000 a
partir da imortalizacdo de queratindcitos com o DNA complementar (cDNA) da transcriptase reversa da
telomerase humana (hTERT)®, que codifica a subunidade catalitica da telomerase, prevenindo o
encurtamento dos telomeros. Contudo, para atingir a imortalizacdo dos queratindcitos é ainda necessario
que o mecanismo de controlo pRB/p16'™K* do ciclo celular seja bloqueado, impedindo a senescéncia das
células™. Desta forma, as células pertencentes a esta linha celular possuem maior tempo de vida quando
comparadas com células primaérias, exibindo propriedades fenotipicas e fisioldgicas preservadas® 0,

Além dos modelos epidérmicos comercialmente disponiveis (ex. EpiDerm™ (MatTek, EUA) e
Episkin (L"Oreal, SkinEthic, Franga)), existem também modelos que mimetizam o fendtipo de patologias
especificas, como é o caso da psoriase (ex. InflammaSkin® (Genoskin, EUA) e Psoriasis (MatTek,
EUA)). Contudo, estes modelos podem ser dispendiosos e hem sempre sdo adaptaveis aos objetivos de
cada pesquisa, por serem bastante genéricos’>"3. Desta forma, o desenvolvimento de modelos de RHE e
RHS a partir de protocolos facilmente reprodutiveis e que permitam selecionar as condi¢des ideais para
cada estudo, € importante para alargar o espetro de aplicacdes destes modelos e difundir o seu uso em
areas como a biomedicina e a toxicologia®"*.

12



Madalena Rei Dissertacao de Mestrado em BHA 2022

2. Objetivos

A cultura celular 3D apresenta-se como uma técnica vital e de valor inestimavel para uma vasta
guantidade de aplicacGes biomédicas, tanto no dmbito académico como industrial. A engenharia de
tecidos é uma das areas que mais beneficia da cultura celular 3D, permitindo uma aproximagao a estrutura
e funcdo de determinados tecidos e o6rgdos ex vivo, o que possibilita a producdo de modelos
fisiologicamente mais relevantes e, por isso, mais confidveis para serem utilizados com varias finalidades
(ex. regeneracdo de tecidos, transplantes)®’. Em particular, a engenharia de tecidos cutaneos mostra-se
mais avancada, relativamente a outros 6rgaos, devido a necessidade de as entidades comerciais testarem
compostos quimicos antes destes chegarem ao mercado®. Contudo, os modelos de epiderme e pele
comercialmente disponiveis nem sempre atendem as necessidades especificas de cada estudo.

Tendo isto em mente, o principal objetivo deste projeto consistiu no desenvolvimento e na
caracterizacdo de um modelo 3D de epiderme humana que recriasse uma reacdo inflamatoria, in vitro.
Para tal, foi avaliado o desempenho da radiacdo UV-B e do TNF-a como indutores dos processos
inflamatérios em HEKn e em queratindcitos da linha celular N/TERT-1, tendo-se estudado os efeitos
resultantes ao nivel da expressdo de biomarcadores epidérmicos e dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Manutencéo das culturas celulares

Todos os procedimentos relativos a cultura e manuseamento de material bioldgico realizaram-se numa
camara de fluxo laminar classe Il, tipo A/B3 (Nuaire, Doncaster, Inglaterra), utilizando técnicas
assépticas’, de modo a evitar qualquer contaminagéo microbioldgica das culturas celulares. Utilizaram-
se HEKn (cat. no. C0015C, Gibco®, Waltham, EUA) e queratindcitos da linha celular N/TERT-1,
estabelecida por Dickson et al., 2000, e gentilmente disponibilizada pelo Dr. Van den Bogaard
(Universidade de Radboud, Nijmegen, Paises Baixos). As culturas 2D de HEKn estabeleceram-se em
frascos de cultura (T-flasks) de 75 cm? (734-2313, VWR, Radnor, EUA) com meio Epilife (MEPICF,
Gibco®, Waltham, EUA) suplementado com 1% suplemento de crescimento de queratindcitos humanos
(HKGS, S-001-5, Gibco®, Massachusetts, EUA), 1% penicilina/estreptomicina (PenStrep, 15140-122,
Gibco®, Waltham, EUA), e 0,6 mM cloreto de célcio (CaCl,, 50-9703, Gibco®, Waltham, EUA). As
culturas 2D de queratinécitos N/TERT-1 foram mantidas em T-flasks de 182.5 cm? (734-2315, VWR,
Radnor, EUA) com meio de queratindcitos sem sérum (K-SFM, 17005-034, Gibco®, Waltham, EUA)
suplementado com 1% PenStrep, 0,2 ng/mL fator de crescimento epidérmico (EGF, 10450-013, Gibco®,
Waltham, EUA), 25 mg/mL extrato pituitario bovino (BPE, 13028-014, Gibco®, Waltham, EUA) e 0,4
mM CacCl..

O material bioldgico foi mantido em azoto liquido até ser utilizado. A descongelacdo iniciou-se com
a colocacdao do tubo de criopreservacdo em gelo e posterior transferéncia para um banho de agua a 37°C,
até o seu contetdo estar completamente descongelado. Em seguida, diluiu-se a solugdo de congelacéo em
meio de cultura, perfazendo um volume total de 15 mL para T-flasks de 75 cm? e 20 mL para T-flasks de
182.5 cm?. Os T-flasks foram mantidos a 37°C com uma atmosfera com 5% CO,. Ap6s 24 horas,
procedeu-se a troca do meio de cultura por forma a eliminar os residuos de dimetilsulféxido (DMSO,
276855, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) cuja citotoxicidade é potenciada pelo aumento da temperatura
apos a descongelacao’™.

O crescimento das culturas celulares foi diariamente monitorizado através da sua observacao
microscopica (Eclipse TE2000-S, Nikon, Téquio, Japdo) e, sempre que a confluéncia desejada foi
atingida, as células foram passadas de forma a obter sub-culturas. A confluéncia e densidade celular sdo
descritas na literatura como parametros fundamentais para a regulacdo das propriedades bioldgicas e
bioquimicas dos queratinécitos’. Em particular, sabe-se que a sua diferenciacéo terminal é mediada pelo
contacto entre células’”"8, Desta forma, as culturas de HEKn foram mantidas numa densidade até 70% de
confluéncia, enquanto as culturas de queratindcitos N/TERT-1 foram mantidas até 35% de confluéncia.
Para expandir as culturas celulares lavaram-se os T-flasks com tampéo fosfato salino (PBS, 10010-015,
Gibco®, Waltham, EUA), seguindo-se a adicdo de tripsina- acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
0,05% (25300-062, Gibco®, Waltham, EUA), e incubacdo a 37°C numa atmosfera com 5% CO; durante
5 minutos, de modo que os queratindcitos se destacassem da superficie dos T-flasks. Para neutralizar a
acdo da tripsina, adicionou-se meio de cultura com soro fetal bovino (FBS, A3160802, Gibco®, Waltham,
EUA), que é rico em proteases. No caso dos HEKn, o meio Epilife foi suplementado com 1% HKGS, 1%
PenStep, 0,6 mM CaCl, e 2% FBS. Para os queratindcitos da linha celular N/TERT-1, utilizou-se uma
mistura composta por 50% meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, 21068-028, Gibco®,
Waltham, EUA), e 50% meio F12 de Ham (11765-054, Gibco®, Waltham, EUA), suplementada com 1%
PenStrep e 10% FBS. Por fim, uma concentragéo de 3 x 10° células/mL (HEKn) ou 5 x 10° células/mL
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(N/TERT-1), juntamente com o volume apropriado de meio de cultura, foram adicionados a um novo T-
flask.

Para congelar células, os passos iniciais sdo iguais aos da subcultura; apds a lavagem com PBS e a
incubacdo com tripsina, procedeu-se a centrifugacdo (Biofuge 28 RS, Heraeus Sepatech, Hanau,
Alemanha) a 900g para HEKn e 450g para N/TERT-1, a temperatura ambiente durante 5 minutos. O pellet
obtido foi depois ressuspendido em 1 mL de solucdo de congelacdo (90% meio de cultura respetivo, 10%
DMSO) em tubos de criopreservacao, que foram armazenados a -80°C durante 24 horas antes de serem
transferidos para o azoto liquido.

3.2. Construcéo de modelos de epiderme 3D com HEKn

Ao atingirem 70% de confluéncia, as células foram sujeitas & acdo proteolitica da tripsina e
centrifugadas a 900g, durante 5 minutos, de forma a isolar as células em suspensdo. De seguida,
ressuspendeu-se o pellet celular obtido em 300 puL meio de cultura rico em céalcio (meio Epilife
suplementado com 1% HKGS, 1% PenStrep, 1,5mM CacCl,). Para avaliar o numero de células viaveis
procedeu-se a realizacdo do ensaio do azul tripano, no qual se diluem 10 pL da suspensdo celular
previamente obtida em 90 L de azul tripano 0,4% (T8154, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e contam-se
as células vivas que, ao contrério das células ndo viaveis, ndo se apresentam coradas de azul.

Depois de contados os queratindcitos viaveis, 3 x 10° células/mL foram semeadas em 500 pL de meio
de cultura rico em célcio, em inserts de cultura celular (PIHP01250, Millicell®, Merck Millipore,
Darmstadt, Alemanha) previamente colocados numa placa de cultura de 6 pogos (734-2777, VWR,
Radnor, EUA). A cada poco da placa de cultura adicionaram-se 2,5 mL de meio rico em célcio, seguindo-
se a sua incubag&o durante 24 horas a 37°C numa atmosfera com 5% CO,. No dia seguinte, removeu-se 0
meio de cultura presente no interior dos inserts e substituiu-se o0 meio do exterior por 1,5 mL de meio rico
em calcio suplementado com 1% fator de crescimento de queratinécitos (KGF, 711702, BioLegend, Sao
Diego, EUA) e 50 mg/mL vitamina C (49752, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), iniciando a exposi¢éo do
modelo a ALI. Nesta fase, apenas a parte basolateral das células permanece imersa em meio de cultura,
estando a parte apical exposta ao ar. O sistema de exposi¢do & ALI recapitula mais fielmente as
caracteristicas fisiol6gicas da epiderme in vivo, permitindo que a diferenciacdo e estratificacdo dos
queratindcitos ocorra de forma mais completa®. O modelo permaneceu durante 12 dias na fase de ALI,
trocando-se o meio de cultura a cada 2-3 dias (Figura 3.1).

3.3. Construcgao de modelos de epiderme 3D com a linha celular N/TERT-1

Para o desenvolvimento de modelos epidérmicos com queratinécitos da linha celular N/TERT-1,
revestiram-se 0s inserts de cultura celular com 100 pL de colagénio tipo | de cauda de rato (354249,
Corning®, Corning, EUA) diluido em etanol 70% (UN1170, Valente e Ribeiro Lda, Lisboa, Portugal),
numa concentragdo final de 0,75 mg/mL. Os inserts foram revestidos 24 horas antes das células serem
semeadas, sendo deixados durante a noite na cdmara de fluxo laminar, por forma a garantir a evaporagdo
do excedente de etanol. Depois disto, a protetlise foi obtida através do uso de tripsina e, posteriormente,
as células foram centrifugadas a 450g durante 5 minutos e o pellet foi ressuspendido em 500 uL de meio
K-SFM suplementado com 1% PenStrep, 0,2 ng/mL EGF, 25 mg/mL BPE e 0,4 mM CaCl,. De seguida,
realizou-se o ensaio do azul tripano para determinar o nimero de células viaveis. Semearam-se 3,6 x 10°
celulas/mL em 500 uL de meio K-SFM 0,4mM CacCl; e adicionaram-se 2,5 mL do mesmo meio a cada
poco da placa de cultura que, posteriormente, foi incubada durante 48 horas a 37°C com 5% CO..
Decorrido este periodo substituiu-se 0 meio exterior aos inserts por meio K-SFM suplementado com 1%
PenStrep, 0,2 ng/mL EGF, 25 mg/mL BPE e 1,5 mM CaCl,. Ao fim de 24 horas o modelo foi exposto &
ALl através da remocao total do meio de cultura existente no interior dos inserts e da substituicdo do meio
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exterior por meio K-SFM 1,5 mM CaCl, suplementado com 10 ng/mL KGF e 50 mg/mL vitamina C.
Durante 14 dias 0 modelo foi mantido na ALI, sendo o0 meio de cultura trocado a cada 2-3 dias (Figura
3.2).

HEKn

|

f— - = =
|
I |
{1
i Ei-,—l’,ﬁt—.f:g—'.g%_;—_‘—i-:—'_’_tc—'.; St Stratum corneum
\ ‘ Stratum granulosum
[ »> _| ] > Stratum spinosum
[| AR | Stratum basale
Jooot
Meio rico em Meio ALI
calcio (+ KGF, Vitamina C)
Dia 0 Dia 1 Dia 12

Figura 3. 1 Representacdo esquematica do protocolo seguido para o desenvolvimento de epidermes 3D usando HEKn. Os
queratindcitos foram semeados em inserts de cultura celular com membranas porosas de policarbonato ao dia 0. Durante 24 horas
as células encontraram-se submersas em meio rico em calcio. Ao fim desse periodo, removeu-se 0 meio de cultura e 0 modelo
foi exposto a ALI (dia 1), durante a qual a superficie apical dos queratindcitos contacta com o ar e a superficie basolateral esta
em contacto com o meio de cultura ALI (meio Epilife rico em calcio suplementado com KGF e vitamina C). O meio de cultura
presente no exterior dos inserts foi trocado a cada 2-3 dias, durante 12 dias. llustragdo criada em BioRender.com.
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Figura 3. 2 Representacdo esquematica do protocolo seguido para o desenvolvimento de epidermes 3D usando a linha
celular N/TERT-1. Os queratindcitos foram semeados em meio K-SFM 0,4mM CaCl: (dia 0) e, ap6s 48 horas, procedeu-se a
troca por meio de cultura com uma concentragdo de calcio mais elevada, permanecendo o modelo na fase submersa (dia 2). O
modelo foi exposto a ALI ao fim de 24 horas (dia 3), através da remocéo total do meio de cultura previamente existente e pela
adicdo de meio de cultura ALI (meio K-SFM 1,5mM CaCl2 suplementado com KGF e vitamina C) no exterior do insert, deixando
a membrana de policarbonato, onde as células foram semeadas, exposta ao ar. O meio de cultura foi trocado a cada 2-3 dias,
durante 14 dias. llustragdo criada em BioRender.com.

3.4. Desenvolvimento de modelos 3D de epiderme inflamada

Para induzir respostas inflamatdrias por parte dos queratindcitos, submeteram-se 0s modelos
epidérmicos 3D a acdo da radiacdo UV-B e do TNF-a. Antes da exposi¢do dos modelos aos agentes
inflamatdrios procedeu-se a recolha do meio de cultura presente no exterior dos inserts e respetivo
armazenamento a -20°C, para posterior analise.
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A fim de otimizar a concentracdo de TNF-o. capaz de despoletar uma resposta inflamatoria, trataram-
se 0s modelos de epiderme com diferentes concentragdes do mesmo. Tendo como referéncia o estudo
desenvolvido por Wufuer et al., 2012 foram testadas as seguintes concentra¢6es: 0, 25, 50, 75, 100, 120,
150 e 200 ng/mL. Para tal, no Gltimo dia de exposicdo a ALI, diluiu-se o volume adequado de TNF-a
(A42552, Invitrogen, Waltham, EUA) em meio de cultura suplementado com KGF e vitamina C e
adicionaram-se 1,5 mL ao exterior dos inserts durante 24 e 48 horas. Depois disto, 0 meio de cultura foi
recolhido e armazenado a -20°C para posterior anélise.

A exposicdo das epidermes 3D a radiacdo UV-B realizou-se no ultimo dia da AL, através do uso de
lampadas UV-B (G8T5.E, Sanko Denki Co., Kanagawa, Japdo). Para isso, o sistema foi ligado 15 minutos
antes da irradiacdo das amostras bioldgicas, de forma a garantir um fluxo de radiacéo estavel®. Findado
0 tempo de pré-aquecimento das ld&mpadas, colocaram-se as amostras sob a fonte artificial de radiacéo
UV-B. O intervalo de tempo durante o qual cada amostra foi exposta a radiacdo UV-B dependeu da dose
pretendida e da irradiancia medida pelo radiémetro (em pW cm?) (6.2 Sensitive UVB Meter,
Solarmeter®, Glenside, EUA), tendo sido calculado através da Equacdo 3.1, previamente descrita na
literatura por Diffey, 2002:

Equacéo 3. 1

1000 x Dose pretendida (] cm™2)
60 X Irradidncia (mW cm=2)

Tempo de exposicio (minutos) =

Tendo em consideracao que:
1 uW cm2=0,001mW cm
I1mwWcem?=1mJstcm?

Os tempos de exposicdo final (em segundos) para cada intensidade de radiagdo UV-B (em mJ/cm?)
encontram-se indicados na Tabela 3.1. Testaram-se varias intensidades de radiacdo UV-B emitida (0, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 75, 90 mJ/cm?)828 de forma a determinar o valor 6timo capaz de provocar alteracdes
bioguimicas nos queratindcitos, sem provocar necrose dos tecidos. Logo ap6s colocaram-se novamente
0s inserts na placa de cultura, com 1,5 mL de meio de cultura suplementado com KGF e vitamina C no
seu exterior e incubou-se a placa a 37°C com 5% CO.. Ao fim de 48 e 96 horas 0 meio de cultura foi
recolhido e armazenado a -20°C.

3.5. Andlise histoldgica e imunohistoquimica

Os inserts foram fixados numa solucdo de formalina 10% (05-01004F, Bio-Optica, Mildo, Italia)
durante 24 horas. Decorrido esse periodo, as membranas sobre as quais as epidermes 3D cresceram foram
destacadas dos inserts e colocadas em cassetes histoldgicas, igualmente imersas na solucéo de fixacao
durante 24 a 48 horas.

A incorporagdo das amostras em parafina, assim como a realizagéo de cortes histoldgicos e marcacao
com Hematoxilina e Eosina (H&E) foram realizadas no servico de Histopatologia do Instituto Gulbenkian
de Ciéncia (IGC). De forma sucinta, desidrataram-se as amostras em solucGes de etanol com concentragdo
crescente (70 a 99,9%), seguindo-se a imersdo em xilol, que atua como agente intermédio entre o agente
desidratante (etanol) e 0 meio de impregnacdo (parafina). Apo6s a solidificacdo da parafina na qual se da
a inclusdo das amostras, procedeu-se ao corte sagital dos blocos em sec¢fes de 3um de espessura, com
um micrétomo (HistoCore Autocut, Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha). Para a marcacdo H&E, as
amostras foram desparafinadas e hidratadas em solugdes de etanol com concentragdes decrescentes
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(99,9% a 70%) e em agua. Aplicou-se a hematoxilina (corante basico, azul), que marca 0s nucleos, e ap6s
imersdo em 4acido cloridrico 0,5%, agua e etanol, colocou-se a eosina (corante acido, rosa), que marca o
citoplasma. Para finalizar, desidrataram-se novamente as amostras, que foram colocadas em xilol até
serem montadas.

A avaliacdo da atividade proliferativa das células basais foi feita por analise imunohistoquimica para
o marcador de proliferacdo Ki-67, no servico de anatomia patoldgica do Instituto Portugués de Oncologia
de Lisboa Francisco Gentil (IPOLFG), recorrendo a um sistema automatizado para coloragdo de 1aminas
(BenchMark ULTRA IHC/ISH System, Roche Diagnostics, Basileia, Suica). A recuperacdo antigénica,
uma etapa necessaria para permitir a ligacdo dos anticorpos as proteinas de interesse, foi efetuada de
acordo com o método CC1 standard, no qual os cortes histoldgicos sdo imersos huma solucdo de Tris-
EDTA (pH=8) e aquecidos a altas temperaturas. As amostras foram incubadas com o anticorpo Ki-67
durante 28 minutos.

Tabela 3. 1 Diferentes intensidades de radiagdo UV-B (em miliJoules por centimetro quadrado (mJ/cm?)) e respetivos
tempos de exposigdo (em segundos (s)) aplicados nas epidermes 3D.

Intensidade da Tempo de
radiagdo (mJ/cm?) exposigdo (s)
10 16
20 S2il
30 47
40 63
50 79
60 95
75 118
90 142

3.6. Imunofluorescéncia

A estrutura e funcionalidade dos modelos epidérmicos 3D foi avaliada através da detecdo, por
imunofluorescéncia, de biomarcadores representativos dos diferentes estadios de diferenciacdo dos
queratindcitos. Para isto, analisou-se a expressao da K10, K14 e INV. Adicionalmente, avaliou-se também
o nivel de atividade fisioldgica das células através da marcacdo com K6 e K17.

Para dissolver a parafina que cobre os cortes histologicos, colocaram-se as laminas numa estufa seca
(WTB Binder, Tuttlingen, Alemanha) a 65°C durante 30 minutos, seguindo-se a imersdo em
HistoChoice® (H2779, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) durante 10 minutos para completar a
desparafinacdo. Depois disto, as amostras foram hidratadas em trés solugdes com um gradiente de etanol
decrescente (100%, 90% e 70%), durante 5 minutos em cada solucédo. A isto seguiu-se a imersdo em agua
bidestilada durante 5 minutos. Para o0 passo de recuperacdo antigénica as laminas foram imersas em
tampado citrato (pH = 6) e levadas ao micro-ondas (800 W) durante 20 minutos. No final, as laminas foram
deixadas a arrefecer, a temperatura ambiente, na prépria solugdo por 20 minutos. Seguidamente, lavaram-
se as amostras com PBS/Tween 20 0,05% trés vezes (2 minutos por lavagem) para potenciar a
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permeabilidade dos tecidos. Cobriram-se as amostras com uma solucdo de bloqueio composta por PBS e
albumina do soro bovino (BSA, A9647, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 1%, durante 30 minutos para a
anti-K14 e 15 minutos para a anti-K10, anti-INV, anti-K6 e anti-K17. Os seguintes anticorpos primarios
foram diluidos na solugdo de bloqueio nas seguintes proporcfes: anti-K14 (1:500, ab7800, Abcam,
Cambridge, Reino Unido), anti-K10 (1:100, ab9026, Abcam, Cambridge, Reino Unido), anti-INV (1:200,
SAB4200794, Sigma- Aldrich, St. Louis, EUA), anti-K6 (1:100, ab93279, Abcam, Cambridge, Reino
Unido) e anti-K17 (1:250, ab51056, Abcam, Cambridge, Reino Unido). As amostras foram incubadas
com o anticorpo priméario durante a noite numa atmosfera himida, protegida da luz e a 4°C. Para cada
lamina teve-se um controlo negativo, através da incubagdo da amostra apenas com a solucdo de blogueio.
No dia seguinte, o anticorpo primario foi removido lavando as laminas em PBS/Tween 20 0,05% trés
vezes, durante dois minutos por lavagem. Adicionaram-se 0s respetivos anticorpos secundarios, anti-
mouse FITC (1:500, F0257, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e anti-rabbit 488 (1:1000, A-11008,
Invitrogen, Waltham, EUA), previamente diluidos na solucdo de blogueio, e incubaram-se as laminas
durante 2 horas a temperatura ambiente e protegidas da luz. Depois disto, removeu-se 0 anticorpo
secundario através da lavagem das laminas em PBS/Tween 20 0,05% trés vezes, durante dois minutos.
Adicionou-se uma gota de meio ProLong™ Gold Antifade Mountant com DAPI (P36935, Invitrogen,
Waltham, EUA) para corar o nucleo das células e cobriram-se as ldminas com uma lamela, fixada com
verniz. As amostras foram armazenadas a 4°C, na escuriddo, para usos posteriores.

3.7. ELISA

A quantificagdo da expressdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p e IL-6) pelos queratindcitos
realizou-se através de ELISA sandwich. Nesta técnica um anticorpo especifico (anticorpo de captura),
adsorvido na superficie da placa, imobiliza a proteina de interesse (antigénio), que se liga a um segundo
anticorpo (anticorpo de detecdo). O anticorpo de detecédo é acoplado a um complexo enzimatico que reage
com um substrato, produzindo uma reacao colorimétrica em que a intensidade da colorag&o é proporcional
a concentracdo do antigénio na amostra em estudo®.

O protocolo foi executado com kits comerciais para a detegdo de IL-1p (437007, BioLegend, S&o
Diego, EUA) e IL-6 (430507, BioLegend, S&o Diego, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante
e seguindo o esquema apresentado na Figura 3.3. Para eliminar quaisquer anticorpos de captura que ndo
se encontrassem fixados na base dos pocos, inicialmente, a placa foi lavada 4 vezes com uma solucédo de
lavagem. De seguida, adicionaram-se 50 uL de solucdo tamp&o por poco, com o objetivo de bloquear
quaisquer locais de ligacdo na placa ndo ocupados por anticorpos de captura, prevenindo ligacOes
inespecificas. Acrescentaram-se 100 uL das solucbes standard (com concentragdo conhecida dos
antigénios em estudo), previamente diluidas serialmente (IL-6: 500-7,8 pg/mL; 1l-1 B: 125-2 pg/mL) e
100 pL das amostras de meio de cultura previamente recolhido no decorrer dos ensaios. Testou-se também
a reatividade do meio de cultura utilizado na fase de exposi¢do a ALI, adicionando-se 100 puL. Como
controlo negativo foi utilizada a solugéo tampéo. Depois disto a placa foi incubada 2 horas & temperatura
ambiente, sob agitacéo, para potenciar a ligacéo entre o antigénio e o anticorpo de captura. No final do
periodo de incubacéo, qualquer antigénio que nao se tivesse ligado ao anticorpo de captura foi removido
através de um ciclo de 4 lavagens. A seguir, adicionaram-se 100 uL da solucdo que continha o anticorpo
de detecdo e a placa foi novamente incubada, por 1 hora, nas condigdes previamente descritas. Apds as
lavagens adicionaram-se 100 uL da solucéo que continha o complexo enzimatico avidina-peroxidase de
rabano (HRP), e o sistema foi incubado por 30 minutos sob as mesmas condicdes, promovendo a ligacao
ao anticorpo de detecdo. De seguida, lavou-se a placa 5 vezes, com intervalos de 30 segundos a 1 minuto
por lavagem. Depois da incubagéo e lavagem, caso existissem antigénios na amostra a analisar, estes nao
poderiam ser removidos ja que se encontravam conectados ao anticorpo de captura e respetivo complexo

19



Madalena Rei Dissertacao de Mestrado em BHA 2022

enzimatico. Para refletir a atividade enzimatica adicionaram-se 100 uL por pogo de uma solucdo que
continha o substrato da enzima e incubou-se a placa durante 20 minutos, a temperatura ambiente e
protegida da luz. Nesta fase, a presenca das citocinas foi evidenciada através do desenvolvimento de uma
coloracéo azul. A reacdo enzimética foi terminada com a adigdo de 100 pL por pogo de uma solucéo stop.
Por fim, a densidade Otica da reacdo foi lida num espetrofotometro (Spectra MAX 340, Molecular
Devices, Sdo Jose, EUA), a 450 e 570 nm, e comparada com a densidade Otica das solu¢des standards
para determinar a concentracao de citocinas presentes em cada amostra.

- -
-
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-
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Lavar 4x agitacio agitacdo
—— —- ‘ —
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Figura 3. 3 Representagdo esquematica do protocolo seguido para a realizagdo de um ELISA sandwich. Em cada pogo de
uma placa com 96 pocos revestidos com o anticorpo de captura é adicionada a amostra a analisar. O antigénio liga-se ao anticorpo
de captura e, posteriormente, é adicionado um anticorpo de detecdo que se liga ao complexo anticorpo de captura-antigénio.
Adiciona-se a avidina-HRP que se liga ao anticorpo de detecdo e, em seguida, o substrato para que a reagdo enzimatica possa
ocorrer. A reacgdo € terminada com a adigdo de uma solucéo stop e a absorvancia é lida nos comprimentos de onda indicados.
lustragdo criada em BioRender.com.

3.8. Analise de dados e microscopia

As imagens da marcag¢do H&E, assim como as imagens de fluorescéncia foram adquiridas com recurso
ao microscopio Otico, equipado com uma camara (Evolution MP, Media Cybernetics Inc., Rockville,
EUA). O merge das imagens foi efetuado no Adobe® Photoshop 2020 (Adobe®, Sdo José, EUA). O
mesmo programa foi utilizado para a analise da espessura das epidermes. Para isso, efetuaram-se
medicBes em trés regides diferentes dos cortes histolégicos. O célculo da média das medigdes obtidas e
do desvio padrdo (DP), assim como as representacfes graficas, foram realizadas através do GraphPad
Prism 9 (GraphPad Software, Sdo Diego, EUA).

Os dados obtidos a partir do ELISA foram, numa primeira instancia, analisados com recurso ao
software Microsoft® Excel® (versdo 2203, Microsoft Corporation, Redmond, EUA) para obtencdo das
curvas de calibracdo de cada citocina. Avaliou-se a normalidade dos dados através do teste de Shapiro-
Wilk e, perante dados com distribuigdo normal, calculou-se a significancia estatistica atraves da analise
de variancia (ANOVA) unilateral. Quando a normalidade dos dados néo foi verificada utilizou-se o teste
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de Kruskal-Wallis (alternativa ndo paramétrica). Para todos o0s testes estatisticos realizados foi
considerado um nivel de significancia estatistica de 5%. Os dados encontram-se representados atraves da
média + DP e a analise estatistica e respetiva representacéo grafica foi realizada com recurso ao programa
GraphPad Prism 9.
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4. Resultados

4.1. Modelo 3D epidérmico com HEKn

As células primarias sdo obtidas diretamente a partir dos tecidos corporais e a sua cultura € estabelecida
sob condicGes otimizadas. Por serem derivadas dos tecidos nativos e ndo sofrerem qualquer modificacdo,
sdo consideradas excelentes sistemas modelo que se aproximam, ainda que nao totalmente, das condi¢Ges
fisiologicas verificadas no organismo intacto, in vivo®. Através do protocolo previamente otimizado no
laboratério e descrito na seccao 3.2, elaborou-se um modelo 3D de epiderme utilizando HEKn. A anélise
histoldégica do modelo epidérmico desenvolvido revelou uma organizacdo estrutural semelhante a
verificada in vivo, indicadora do processo de diferenciacéo caracteristico dos queratindcitos da epiderme
humana. O stratum basale pdde ser identificado na camada mais interna de células colunares, organizadas
de forma contigua. O stratum spinosum distinguiu-se pela morfologia mais alongada das células e,
imediatamente acima, o stratum granulosum foi caracterizado pela presenca de granulos no interior dos
gueratindcitos. Verificou-se ainda a existéncia do stratum corneum, composto por cornedcitos
terminalmente diferenciados e achatados, indicando o fim do processo de maturacao destas células (Figura
4.1 A). A atividade proliferativa caracteristica dos queratindcitos do stratum basale foi evidenciada pela
expressdo do biomarcador proliferativo Ki-67, uma proteina que se acumula no nicleo durante a mitose
(Figura 4.1 B)®S,

O processo de diferenciacdo espacio-temporal da epiderme é caracterizado pela expressdo de
diferentes proteinas, que podem ser utilizadas como biomarcadores. Na epiderme humana saudavel, existe
uma mudanca da expressdo de K14 para K10 & medida que os queratindcitos migram para as camadas
superiores e se tornam mais diferenciados®”#, No modelo 3D epidérmico produzido verificou-se que a
K14 era sobretudo expressa na camada basal, existindo, porém, alguma expressdo nas camadas superiores
(Figura 4.1 C). Pelo contréario, a K10 ndo foi expressa pelos queratindcitos do stratum basale, fazendo-se
notar no stratum spinosum e estendendo a sua expressao até as camadas superiores (Figura 4.1 D). A INV
é produzida nas camadas mais externas da epiderme, fazendo parte do envelope cornificado caracteristico
das células do stratum corneum®®, No modelo 3D epidérmico, a expressdo deste marcador restringiu-se
as camadas suprabasais, e em especial ao stratum corneum, revelando uma maturagdo completa da
epiderme (Figura 4.1 E). Analisou-se também a expressdo da K6 e da K17, que funcionam como
marcadores de ativacdo dos queratindcitos®®. Os resultados obtidos mostram a existéncia de expresséo da
K6 ao longo de toda a epiderme (Figura 4.1 F) e expressdo da K17, ainda que muito pouco intensa, no
stratum basale e no stratum granulosum (Figura 4.1 G).

4.1.1. Efeitos da radiacdo UV-B no modelo 3D epidérmico com HEKn, 48
horas apds a exposicao

Um dos objetivos deste projeto prendeu-se com a analise dos efeitos inflamatérios provocados pela

exposicdo das epidermes 3D a uma fonte artificial de radiagdo UV-B. Para isso, as epidermes foram

sujeitas a intensidades crescentes de radiagéo, tendo-se analisado os respetivos efeitos dessa exposi¢édo na

sua morfologia e na expressao de biomarcadores caracteristicos do normal desenvolvimento epidérmico
e da ativagéo celular.

Ao analisar os cortes histolégicos dos modelos 3D 48 horas apds a exposicdo a 10, 20 e 30 mJ/cm? de
radiacdo UV-B observou-se que a morfologia das epidermes néo foi afetada, tendo sido possivel distinguir
as diferentes camadas que caracterizam uma epiderme totalmente diferenciada (Figura 4.2).
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Adicionalmente, ndo foi verificada hiperqueratinose (i.e., espessamento do stratum corneum) nem
hiperplasia epidérmica, sendo estas duas condi¢des caracteristicas da acdo de intensidades excessivas de
radiacdo UV nos tecidos epidérmicos (Figura 4.2 A, B, C)°.

Figura 4. 1 Morfologia e expressdo de marcadores epidérmicos no modelo de epiderme 3D com HEKnN, sem exposi¢ao a
radiacdo UV-B. A marcagdo H&E revela a arquitetura multicamada do modelo 3D epidérmico (A). A proliferagdo celular na
camada basal é evidenciada pela marcagdo com Ki-67 (a castanho) (B). A expressdo da K14 (C), K10 (D), INV (E), K6 (F) e K17
(G) encontra-se representada a verde e os nlcleos estdo marcados com DAPI (azul). Foram realizados trés ensaios independentes
(n=3). A barra da escala equivale a 25um (A, C-G) e a 50um (B).

Relativamente a expressdo dos biomarcadores caracteristicos do desenvolvimento da epiderme,
verificou-se que nos modelos expostos a 10 e 20 mJ/cm? a expresséo da K14 localizou-se maioritariamente
na camada inferior da epiderme (Figura 4.2 D, E). No que respeita a epiderme exposta a 30 mJ/cm?, a
expressao deste marcador ndo se mostrou limitada aos estratos mais internos, estando presente ao longo de
todo o tecido (Figura 4.2 F). A K10 foi expressa nas camadas superiores, mas ndo foi expressa pelo stratum
basale, tendo-se isto verificado para as trés condigdes em analise (Figura 4.2 G, H, 1). De modo semelhante,
a expressdo da INV foi observada nas camadas mais externas, sobretudo no stratum granulosum e no
stratum corneum, ndo havendo expressdo na metade mais interna da epiderme (Figura 4.2 J, K, L). No que
diz respeito a expressdo dos marcadores de ativacdo dos queratinécitos, a K6 foi expressa de forma mais
intensa pela epiderme sujeita a 20 mJ/cm?, nao estando esta expressao circunscrita as camadas superiores
(Figura 4.2 N). As epidermes expostas a 10 e 30 mJ/cm? mostraram menor intensidade na expressdo deste
marcador, tendo esta sido verificada no stratum granulosum e no stratum corneum (Figura 4.2 M, O). No
caso da K17, na epiderme exposta a 10 mJ/cm? a expressdo foi menos intensa do que nas epidermes
irradiadas com doses mais elevadas, verificando-se que esta expressdo ocorreu sobretudo nas camadas
suprabasais (Figura 4.2 P). Na epiderme exposta a 20 mJ/cm? a expressdo deste marcador pdde ser
observada com maior intensidade no stratum granulosum, apesar de também ser identificada no stratum
spinosum (Figura 4.2 Q). A epiderme exposta a 30 mJ/cm? mostrou um padrdo espacial de expressdo da
K17 distinto das epidermes irradiadas com intensidades inferiores, j& que neste caso a expressao se fez
notar no stratum basale e no stratum spinosum (Figura 4.2 R). Foi também analisada a atividade
proliferativa do epitélio, através da marcacdo com o anticorpo Ki-67, tendo-se verificado que as epidermes
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expostas a radiacdo UV-B (Figura 4.3 A, B, C) apresentavam maior quantidade de queratindcitos
proliferativos, face a epiderme controlo (Figura 4.1 B).

10 mJ/cm? 20 mJ/cm? 30 mJ/cm?

Figura 4. 2 Morfologia e expressdo de marcadores epidérmicos no modelo de epiderme 3D com HEKn, 48 horas ap6s a
exposicdo a 10, 20 e 30 mJ/cm? de radiagdo UV-B. A histologia do modelo epidérmico é apresentada através da marcagdo H&E
(A, B, C). A marcacdo por imunofluorescéncia mostra os padrdes de expressdo de biomarcadores (a verde) nas epidermes 3D e 0s
ndcleos das células a azul (DAPI) (D-R). A expressdo da K6 e K17 foi mais intensa apds a exposicdo a 20 md/cm? (N, Q). Foram
realizados trés ensaios independentes (n=3). A barra da escala equivale a 25um em todas as imagens.
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10 mJ/cm? 20 mJ/cm? 30 mJ/cm?

Figura 4. 3 Atividade proliferativa dos modelos epidérmicos 3D com HEKn 48 horas apds exposigdo a 10, 20 e 30 mJ/cm?
de radiacdo UV-B. A marcagdo com Ki-67 mostra um aumento da proliferacdo das células do stratum basale (a castanho) apos
exposicdo a uma fonte artificial de radiagdo UV-B. A barra da escala equivale a 50pm em todas as imagens.

Para otimizar a intensidade de radiacdo UV-B capaz de despoletar uma resposta inflamatéria nos
queratindcitos sem danificar a morfologia da epiderme, os modelos 3D foram expostos a doses de radiagdo
mais elevadas. Posto isto, foi estudada a influéncia da exposicéao a 40, 50 e 60 mJ/cm? de radiacdo UV-B,
ndo tendo sido verificados danos ao nivel da morfologia. Ao invés disso, foi possivel identificar claramente
as diferentes camadas epidérmicas, desde o stratum basale, formado por uma camada de células colunares,
até ao stratum corneum, composto por células de morfologia achatada. Foi ainda possivel distinguir as
varias camadas que compBem o stratum spinosum, e também o stratum granulosum onde o citoplasma das
células apresentava maior quantidade de grénulos de queratohialina (Figura 4.4 A, B, C). Relativamente a
condicdo controlo, onde as epidermes 3D ndo sofreram a acdo da radiacdo UV-B, nas epidermes expostas
a 40 e 50 mJ/cm? foi possivel verificar um aumento significativo na espessura, ao passo que a epiderme
exposta a 60 mJ/cm?apresentou uma espessura ligeiramente inferior, ainda que sem significancia estatistica
(Figura 4.5).

A marcacdo por imunofluorescéncia revelou que a expressao da K14 era notéria ao longo de todas as
camadas epidérmicas a exce¢do do stratum corneum, independentemente da intensidade de radiagdo UV-
B a que as amostras foram sujeitas (Figura 4.4 D, E, F). A K10 e a INV apresentaram um padréo espacial
de expressdo semelhante, na medida em que ambas foram expressas pelas camadas mais externas estando
a sua expressao ausente no stratum basale (Figura 4.4. G-L). A expressdo da K6 ocorreu ao longo de toda
a extensdo das amostras, tendo sido mais intensa na epiderme exposta a 60 mJ/cm? (Figura 4.4 M, N, O).
No que respeita a K17, pareceu ter existido um aumento de expressdo com o aumento da intensidade de
radiacdo UV-B, ja que a epiderme exposta a 60 mJ/cm? apresentou uma marcacdo mais intensa face as
restantes condicdes (Figura4.4 P, Q, R).
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40 mJ/cm? 50 mJ/cm? 60 mJ/cm?

Figura 4. 4 Morfologia e expressdo de marcadores epidérmicos no modelo de epiderme 3D com HEKnN, 48 horas apds a
exposicdo a 40, 50 e 60 mJ/cm? de radiagdo UV-B. A marcacio H&E (A, B, C) evidencia a histologia da epiderme. A marcacio
por imunofluorescéncia revela os padrdes de expresséo de biomarcadores (a verde) e os nucleos das células marcados com DAPI
(a azul) (D-R). A expressdo da K6 e K17 foi mais intensa apds a exposicdo a 60 mJ/cm? (O, R). Para cada condicdo foi apenas
realizado um ensaio experimental (n=1). A barra da escala equivale a 25um em todas as imagens.
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Figura 4. 5 Espessura média das epidermes 3D com HEKn, 48 horas apos a exposicédo a diferentes intensidades de radia-
¢do UV-B. As epidermes submetidas a 40 e 50 mJ/cm? apresentaram um aumento estatisticamente significativo da espessura
face a condigdo controlo (0 mJ/cm?). Foram realizados trés ensaios independentes para as intensidades de 10, 20 e 30 mJ/cm?
(n=3). Para as intensidades de 40, 50 e 60 mJ/cm? foi apenas realizado um ensaio (n=1). Para cada amostra foram realizadas trés
medi¢des. O DP refere-se as trés medicdes feitas por amostra. Os asteriscos (*) representam a significancia estatistica face a
situacdo controlo. ** (p<0.01); **** (p<0.0001).

Aquando da exposicdo a 75 e 90 mJ/cm? foi possivel identificar alteracdes na organizagdo estrutural da
epiderme, tendo-se observado a existéncia de grandes lacunas entre o scaffold e o tecido epidérmico.
Adicionalmente, foi possivel verificar a existéncia de vacuolizagdo celular, isto ¢, a presenca de espacos
livres no interior das células. Estas alteracfes contribuiram para a deterioracdo da organizagdo celular e,
consequentemente, da coesdo tecidual, ndo tendo sido observada a estrutura tipica epidérmica a exce¢do do
stratum corneum (Figura 4.6).

Figura 4. 6 Caracterizagdo dos modelos epidérmicos 3D com HEKn, por andlise histologica, 48 horas ap6s a exposicio a 75
e 90 mJ/cm? de radiagdo UV-B. A marcagdo H&E revela a disrupgéo do tecido epidérmico apds a estimulagéo com 75 (A) e 90
mJ/cm? (B). As setas assinalam a presenca de espagos intracelulares livres possivelmente causados pela elevada intensidade da
radiagdo UV-B. A barra da escala equivale a 25um em todas as imagens, (n=1).

Para estudar a influéncia da exposicéo a radiacdo UV-B na expressao de citocinas pro-inflamatorias (I1L-
6 e IL-1pB) pelos queratindcitos, 0 meio de cultura recolhido 48 horas apds a exposicédo foi analisado por
ELISA. De acordo com os resultados obtidos, relativamente a situacdo controlo (0 mJ/cm?), constatou-se
que a exposicdo a radiacdo UV-B provocou aumentos na expressao de I1L-6, tendo este sido estatisticamente
significativo apds a exposicdo a 30 mJ/cm?. O mesmo foi observado para as intensidades mais elevadas,
observando-se uma tendéncia crescente nos niveis de expressdo desta citocina a partir dos 50 mJ/cm?, até
aos 90 mJ/cm?, onde foi verificada a maior expressdo (Figura 4.7 A). Relativamente a IL-1B néo foi
verificada uma relagéo entre 0 aumento da intensidade da radiagdo UV-B e os niveis de expressdo desta
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citocina. Ao invés disso, apenas foi observado um aumento estatisticamente significativo ap6s a
estimulacdo com 20 e 30 mJ/cm?, face ao controlo. Verificou-se ainda que existiu um aumento apés a
exposicdo a 90 mJ/cm? ainda que sem significancia estatistica (Figura 4.7 B).
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Figura 4. 7 Niveis de citocinas secretadas pelos HEKn, 48 horas apds a exposi¢ao a diferentes intensidades de radiagéo
UV-B. Os niveis de IL-6 (A) e IL-1p (B) libertadas pelos HEKn no meio de cultura foram medidos por ELISA. As barras mostram
a média £ DP. Para cada condicdo foram realizadas trés analises independentes (n=3). Os asteriscos (*) representam a signifi-
cancia estatistica face a situagéo controlo (0 mJ/cm?). * (p<0.05); **** (p<0.0001).

4.1.2. Efeitos da radiacdo UV-B no modelo 3D epidérmico com HEKn, 96
horas apds a exposicao

Para averiguar os efeitos da radiacdo UV-B na morfologia e na expressao dos marcadores epidérmicos

passado algum tempo, os modelos 3D foram analisados quatro dias (96 horas) ap6s a estimulacdo. Os

resultados mostram que a espessura das epidermes diminuiu & medida que a intensidade da radiagéo

aumentou (Figura 4.8), tendo a epiderme exposta a 30 mJ/cm? apresentado uma espessura ligeiramente

inferior & do controlo, revelando alguma auséncia de estratificacdo (Figura 4.9 D). Apesar disso, nao

foram observadas alteragdes morfoldgicas significativas, tendo sido possivel identificar os diferentes
estratos que caracterizam uma epiderme diferenciada (Figura 4.9 A, B, C, D).

A avaliacdo da expressao dos diferentes marcadores epidérmicos foi também realizada com recurso a
técnica de imunofluorescéncia. Na condigdo controlo e na epiderme exposta a 20 mJ/cm? de radiagdo UV-
B verificou-se que a distribuicdo espacial da K14 se situava no stratum basale (Figura 4.9 E, G). No
entanto, apds a exposicdo a 10 e 30 mJ/cm? de radiacdo, a expressdo deste marcador ndo se mostrou
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limitada & camada mais interna, apresentando-se ao longo de toda a epiderme (Figura 4.9 F, H). A
expressdo da K10 foi observada no stratum granulosum e no stratum corneum, como esperado para uma
epiderme diferenciada, ainda que com pouca intensidade (Figura 4.9 I, J, K, L). De igual forma, a
expressdo da INV fez-se notar nas camadas mais externas (Figura 4.9 M, N, O) com exceg&o da epiderme
exposta a 30 mJ/cm? onde a INV parece também ter sido expressa pelas camadas mais internas (Figura
4.9 P). Relativamente aos marcadores de ativacdo celular, percebeu-se que a amostra controlo expressava
K6 e que esta expressdo se localizava sobretudo no stratum spinosum (Figura 4.9 Q). Nas epidermes
estimuladas com radiacdo pareceu existir um aumento na intensidade da fluorescéncia deste marcador,
com o aumento da dose de radiacdo UV-B aplicada (Figura 4.9 R, S, T). No caso das epidermes expostas
a 10 e 20 mJ/cm? a expressdo mostrou-se mais intensa nas camadas superiores, mas ndo se mostrou restrita
as mesmas (Figura 4.9 R, S). Na epiderme exposta a 30 mJ/cm? a expresséo deste marcador mostrou-se
dispersa por toda a amostra, ndo estando reduzida a uma camada em particular (Figura4.9 T). Na epiderme
ndo irradiada ndo se verificou expressao de K17, como esperado para uma epiderme normal (Figura 4.9
U). No que respeita as epidermes irradiadas, parece ter havido um aumento de expressao com 0 aumento
da intensidade da radiacdo UV-B, estando a K17 localizada por toda a epiderme (Figura 4.9 V, W, X).
No entanto, é importante realcar que a espessura da epiderme exposta aos 30 mJ/cm? foi inferior a das
restantes, o que pode ter enviesado os resultados obtidos pela imunofluorescéncia (Figura 4.8).
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Figura 4. 8 Espessura média das epidermes 3D com HEKn, 96 horas ap6s a exposi¢ao a diferentes intensidades de radiacdo
UV-B. A epiderme submetida a 10 mJ/cm? apresentou um aumento estatisticamente significativo da sua espessura, face a condicdo
controlo (0 mJ/cm?). A espessura apresentou uma tendéncia decrescente com o aumento da intensidade da radiagcdo UV-B. Para a
medicgdo da espessura foi apenas considerado um ensaio experimental (n=1). O DV refere-se as trés medicdes feitas por amostra.
Os asteriscos (*) representam a significancia estatistica face a situacéo controlo. ** (p<0.01).

A analise da presenca de citocinas no meio de cultura permitiu perceber que apds a exposicao a radiacao
UV-B, os niveis de IL-6 aumentaram com a intensidade da radiacdo, tendo este aumento sido
estatisticamente significativo apds a exposicdo a 30 mJ/cm?, relativamente a situacéo controlo (Figura 4.10
A). Quanto a expressdo da IL-1, foi evidenciado um incremento nos seus niveis, sendo 0 maior aumento
verificado nas epidermes expostas a 10 mJ/cm? (Figura 4.10 B).
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Figura 4. 9 Morfologia e expressdo de marcadores epidérmicos no modelo de epiderme 3D com HEKn, 96 horas apds a
exposicdo a 10, 20 e 30 mJ/cm? de radiagdo UV-B. A analise morfoldgica -por marcagédo H&E- das epidermes com HEKn, 96
horas apds exposicéo (B, C, D) e numa situagdo controlo (A) revela a organizagao estrutural dos HEKn nas diferentes camadas
epidérmicas. A azul encontram-se representados os nicleos e a verde a K14, K10, INV, K6 e K17. Nas epidermes expostas a
radiacdo UV-B observa-se um aumento na expressdo a K6 e da K17 com o aumento da radiacdo. Para cada condicdo testada
realizaram-se dois ensaios independentes (n=2). A barra da escala equivale a 25pum em todas as imagens.
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Figura 4. 10 Niveis de citocinas secretadas pelos HEKn, 96 horas apds a exposicdo a radiacdo UV-B (0, 10, 20, 30 mJ/cm2).
Os niveis de mediadores inflamatorios - IL-6 (A) e IL-1p (B) - libertados pelos HEKn ap6s estimulacdo com diferentes intensi-
dades de radiacdo UV-B foram medidos através de ELISA a partir do meio de cultura. As barras mostram a média + DP. Para
cada condigao foram realizadas trés andlises independentes (n=3). Os asteriscos (*) representam a significancia estatistica face a
situagdo controlo (0 mJ/cm?). * (p<0.05); ** (p<0.01); **** (p<0.0001).

4.1.3. Efeitos do TNF-o em modelos 3D epidérmicos com HEKnN, 24 horas apds
a sua aplicagéo

Outro dos objetivos deste projeto relacionou-se com a avaliagdo do desempenho do TNF-a, como
iniciador dos processos inflamatdrios nos queratindcitos. De forma semelhante ao executado para 0s
ensaios com radiacdo UV-B, testaram-se varias doses de TNF-a, por forma a otimizar a concentracao
capaz de induzir uma resposta inflamatéria no modelo 3D epidérmico. Simultaneamente, testaram-se
também diferentes tempos de exposi¢do do modelo a agdo desta citocina pro-inflamatoria. A andlise
histolégica dos modelos tratados com 25, 50 e 100 ng/mL de TNF-a, durante 24 horas, ndo revelou
alteragdes profundas na organizacéo estrutural das epidermes, face a condigdo controlo. Contudo, foi
possivel perceber que existiu pouca proliferacdo celular, ja que as epidermes apresentaram uma espessura
inferior relativamente a ensaios anteriores (Figura 4.11) e, consequentemente, a estratificacao foi também
comprometida (Figura 4.12 A, B, C, D).
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Figura 4. 11 Espessura média das epidermes 3D com HEKnN, 24 horas apos a exposicao a diferentes concentracdes de
TNF-a.. Os modelos epidérmicos 3D submetidos a agdo do TNF-a. ndo apresentaram espessuras significativamente diferentes do
controlo mas, comparativamente a ensaios anteriores, a espessura destas amostras é inferior. Para cada condicdo foram realizados
dois ensaios independentes (n=2). O DV refere-se as trés medicdes feitas por amostra.
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Tal como nos estudos com radiacdo UV-B utilizaram-se biomarcadores, tendo-se observado que a
expressdo da K14 ndo se mostrou intensa nem limitada a camada basal, tendo sido também identificada
no stratum spinosum (Figura 4.12 E, F, G, H). A K10 foi expressa pelas camadas suprabasais da epiderme
controlo e das epidermes tratadas com 25 e 100 ng/mL, ainda que de forma muito pouco intensa (Figura
4.12 1, J, L). Porém, na epiderme tratada com 50 ng/mL, ndo foi possivel identificar a expressao deste
marcador (Figura 4.12 K). De forma idéntica, a expressdo da INV também ndo se mostrou intensa, estando
particularmente ausente na epiderme tratada com 25 ng/mL (Figura 4.2 N). Nas restantes epidermes,
apesar da fraca intensidade, foi possivel identificar a expressdo deste marcador no stratum corneum
(Figura 4.12 M, O, P). A K6 foi expressa pela epiderme onde ndo foi aplicado TNF-a, tendo sido
observada em toda a amostra (Figura 4.12 Q). Contudo, parece ter existido um aumento da expressdo
deste marcador com o aumento da concentracdo de TNF-a aplicada (Figura 4.12 R, S, T). De forma
semelhante, a expressdo da K17 também se mostrou mais intensa na epiderme submetida a 100 ng/mL
(Figura 4.12 X), face a condicdo controlo (Figura 4.12 U) e as epidermes expostas a concentragOes
inferiores de TNF-a (Figura 4.12 V, W). A proliferagdo celular foi também avaliada com recurso ao
marcador Ki-67. Os resultados mostram ter existido uma diminuicdo da atividade proliferativa dos
queratindcitos do stratum basale com o aumento da concentracdo de TNF-a a que 0os modelos 3D foram
expostos, comparativamente ao controlo (Figura 4.13).

O meio de cultura recolhido 24 horas apds a aplicagdo do TNF-a foi analisado por ELISA, para
quantificar a expressédo de IL-6 e IL-1p pelos queratindcitos. Os niveis de IL-6 tiveram um aumento apés
aplicagdo do TNF-a nas epidermes, tendo este sido estatisticamente significativo apds o tratamento com
100 ng/ml (Figura 4.14 A). Relativamente a IL-1, os niveis de expressdo pelos queratindcitos diminuiram
com o aumento da concentragdo de TNF-a utilizada (Figura 4.14 B).
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Figura 4. 12 Morfologia e expressdo de marcadores epidérmicos no modelo de epiderme 3D com HEKnN, 24 horas ap6s o
tratamento com 25, 50 e 100 ng/mL de TNF-a. A morfologia das epidermes é visivel através da marcagdo H&E (A-D). O
DAPI marcou os nlcleos das células a azul e a verde encontram-se 0s marcadores epidérmicos. A expressdo da K6 e da K17
mostrou-se mais intensa nas epidermes tratadas com concentragdes mais elevadas de TNF-a. Para cada condigao testada realiza-
ram-se dois ensaios independentes (n=2). A barra da escala equivale a 25um em todas as imagens.
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Figura 4. 13 Proliferagéo celular dos modelos epidérmicos 3D com HEKn 24 horas ap6s a estimulagdo com TNF-a.. A
marcacdo com Ki-67 mostra um decréscimo da atividade proliferativa das células do stratum basale com o aumento da concen-
tracdo de TNF-a aplicada. A barra da escala equivale a 50um em todas as imagens.
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Figura 4. 14 Niveis de citocinas secretadas pelos HEKn, 24 horas ap6s a aplicagéo de concentracdes crescentes de TNF-a
(0, 25, 50 e 100 ng/ml). O meio de cultura dos ensaios epidérmicos foi analisado por ELISA, para quantificagdo das citocinas-
IL-6 (A) e IL-1B (B) - secretadas pelos HEKn ap6s estimulagdo com TNF-o.. As barras mostram a média + DP. Para cada
condicao foram realizadas trés andlises independentes (n=3). Os asteriscos (*) representam a significancia estatistica face a situ-
agdo controlo (0 mJ/cm?). * (p<0.05); ** (p<0.01); **** (p<0.0001).

4.1.4. Efeitos do TNF-a.em modelos 3D epidérmicos com HEKnN, 48 horas ap0s
a sua aplicacéo

Os efeitos do tratamento com TNF-o na morfologia e expressao de biomarcadores epidérmicos foram
também avaliados ao fim de 48 horas de exposicdo. Apesar da existéncia de stratum corneum, indicativo
da diferenciacdo dos queratindcitos, a marcagdo H&E revelou alguma desorganizacéo celular, ndo sendo
observavel uma demarcacao nitida dos queratindcitos basais face as camadas superiores, refletindo uma
fraca estruturacdo do stratum basale. Além disto, é também notével alguma falta de compactacdo do
tecido, devido a existéncia de alguns espagos livres entre células, sugerindo a existéncia de alteragdes
durante o desenvolvimento das epidermes (Figura 4.15 A, B, C, D). Desta forma, a expressdo dos
biomarcadores epidérmicos foi também comprometida. A fluorescéncia associada a expresséo da K14 foi
bastante baixa (Figura 4.15 E, F, G, H), sendo apenas possivel observar uma marcagdo muito ténue no
stratum basale da epiderme tratada com 50 ng/ml de TNF-a (Figura 4.15 G). A K10 foi expressa pelo
stratum granulosum e pelo stratum corneum mas ndo pela camada basal (Figura 4.15 1, J, K, L). A
expressdo da INV ocorreu na camada mais superficial da epiderme controlo (Figura 4.15 M) mas foi
bastante fraca nas epidermes tratadas, ndo sendo percetivel (Figura 4.15 N, O, P). A expresséao da K6 pode
ser identificada na epiderme controlo, ainda que com pouca intensidade (Figura 4.15 Q), e nas epidermes
tratadas, apresentando maior intensidade na epiderme exposta a 100 ng/mL (Figura 415 R, S, T). A
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expressdo da K17 também se mostrou mais intensa a medida que a concentracdo de TNF-a aplicada
aumentou (Figura 4.15 U, V, W, X).

Controlo 25 ng/mL 50 ng/mL 100 ng/mL

Figura 4. 15 Morfologia e expressdo de marcadores epidérmicos no modelo de epiderme 3D com HEKRN, 48 horas ap0s o
tratamento com 25, 50 e 100 ng/mL de TNF-a.. Anélise histologica por H&E (A-D). A anlise por imunofluorescéncia mostra
0s nucleos das células marcados pelo DAPI a azul e a K14, K10, INV, K6 e K17 a verde. A expresséo da K6 foi mais intensa na
epiderme tratada com 100 ng/mL de TNF-a e a K17 foi mais expressa apds o tratamento com 50 e 100 ng/mL de TNF-a. Para
cada condicéo foi apenas realizado um ensaio experimental (n=1). A barra da escala equivale a 25um em todas as imagens.
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Foi ainda estudado o efeito de concentracdes mais elevadas de TNF-a, tendo-se verificado que 0s
modelos tratados com 100 e 200 ng/mL apresentaram alteracdes morfoldgicas. Estas refletiram-se numa
desorganizagdo estrutural, que impossibilitou a identificagdo das diferentes camadas epidérmicas
individuais, a excecdo do stratum corneum, que apresentou um grande desenvolvimento. Além disso,
foram também observadas lacunas entre as células, que contribuiram para o desarranjo do tecido, ndo
permitindo realizar uma avaliagdo correta do efeito do TNF-o (Figura 4.16). Era também pretendido
estudar o efeito da aplicacdo de 150 ng/mL, porém, a amostra correspondente ndo apresentou
desenvolvimento, o que sugere a existéncia de distdrbios durante a formagéo das epidermes.

Figura 4. 16 Caracterizagéo dos modelos epidérmicos 3D com HEKnN, por andlise histoldgica, 48 horas ap6s o tratamento
com 100 e 200 ng/ml de TNF-a.. A marcagdo H&E das amostras tratadas com 100 (A) e 200 ng/mL de TNF-o. (B) evidencia a
falta de coesdo e de estruturagdo do tecido. O stratum corneum foi a Ginica camada identificavel em ambas as amostras. Para cada
uma das condi¢des foi apenas realizado um ensaio experimental (n=1). A barra da escala equivale a 25um.

4.2. Modelo 3D epidérmico com queratindcitos da linha celular N/TERT-1

Seguindo a mesma linha de pensamento, pretendia-se comparar o potencial dos HEKn com a linha
celular N/TERT-1 para a construgdo de modelos epidérmicos que simulassem a inflamacédo, tendo-se
seguido os protocolos experimentais descritos nas sec¢oes 3.3 e 3.4.

4.2.1. Efeitos da radiacdo UV-B, 48 horas ap0s a exposicao

Os modelos 3D foram expostos a 40, 50 e 60 mJ/cm? de radiagdo UV-B e, 48 horas ap6s a exposicéo,
ndo foi possivel identificar camadas epidérmicas distintas nem células em diferenciacéo, sendo apenas
identificavel uma fina camada pouco coesa que se assemelhava ao stratum corneum (Figura 4.17). A
amostra controlo foi a que mostrou ter uma estrutura mais compacta, sendo possivel identificar mais
células do que nas restantes amostras, apesar de ndo ter existido estratificacdo dos queratinécitos (Figura
4.17 A). Nas amostras submetidas a radiacdo UV-B ndo foi possivel observar a estrutura caracteristica de
uma epiderme completamente diferenciada, existindo grande desintegracdo das mesmas (Figura 4.17 B,
C, D).

Figura 4. 17 Caracterizacéo dos modelos epidérmicos 3D com N/TERT-1, por andlise histoldgica, 48 horas ap6s a exposi-
cdo a0, 40, 50 e 60 mJ/cm? de radiagdo UV-B. A marcagdo H&E mostra a auséncia de estruturacéo e diferenciagio dos quera-
tindcitos N/TERT-1 numa situagdo controlo (A) e ap6s a exposicdo a 40 (B), 50 (C) e 60 mJ/cm? (D). Imagens representativas
de duas experiéncias independentes (n=2). A barra da escala equivale a 25um.
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4.2.2. Efeitos do TNF-a, 48 horas ap0s a exposi¢ao

De forma similar, procurou-se avaliar o efeito do TNF-a nos modelos 3D de epiderme com
gueratindcitos N/TERT-1. Para isso, as amostras foram tratadas com 75, 100 e 120 ng/mL de TNF-q,
durante 48 horas. Apos esse periodo, foi possivel identificar modificacbes no processo de estratificacao e
crescimento dos queratindcitos, sendo apenas evidente a existéncia de uma fina camada que, visualmente,
se assemelhava ao stratum corneum (Figura 4.18 A, B, D). No caso particular da amostra tratada com 100
ng/mL de TNF-a., ndo foi possivel identificar a presenca de células e, consequentemente, qualquer indicio
de estratificacao.

Figura 4. 18 Caracterizagdo dos modelos epidérmicos 3D com N/TERT-1, por analise histolédgica, 48 horas apos trata-
mento com 0, 75, 100 e 120 ng/mL de TNF-a. Imagens da marcacdo H&E, representativas de trés experiéncias independentes
(n=3) onde ¢ evidenciada a auséncia de proliferacdo e estruturacdo celular, numa situagéo controlo (A) e ap6s tratamento com 75
(B), e 120 ng/mL (D). A amostra correspondente ao tratamento com 100 ng/mL ndo demonstrou sinais de desenvolvimento. A
barra da escala equivale a 25um.

4.2.3. Potenciais fatores que afetam o desenvolvimento e fisiologia dos modelos
3D epidermicos in vitro

Diferentes fatores podem afetar o desenvolvimento dos modelos de RHE, bem como as respostas
celulares face a estimulos externos (radiacdo UV-B, TNF-a). A diferenciacdo e estratificagdo dos
queratindcitos reflete-se na espessura do tecido obtido, podendo esta variar em funcdo de pequenas
alteragdes na manipulacéo/disposi¢do das células durante a cultura; da espessura e local do corte do
microtomo; do aporte dos fatores de crescimento; dos tempos de exposi¢do a ALI; entre outros. Tendo
isto em consideragdo, procurou-se perceber quais possiveis motivos para justificar a falta de diferenciacéo
e estratificacdo celular evidenciada. Primeiramente, foram realizados cortes mais espessos (5 pum), face a
espessura normalmente utilizada (3 pum) para identificar uma possivel relagdo entre a espessura dos cortes
histologicos e a integridade das amostras. Contudo, ndo foram verificadas alteragdes face a espessura
regularmente utilizada, continuando a ser visivel a falta de coeséo e estratificacdo das amostras (dados
ndo apresentados). A vitamina C foi também alvo de estudo, tendo sido utilizada uma solucéo feita
imediatamente antes da sua utilizacdo no ensaio. Neste caso, foi percetivel a existéncia de células,
refletindo-se no aumento da espessura da amostra, que apresentou maior coesao face as amostras obtidas
anteriormente com esta linha celular. Contudo, continuou a ser notdria a fraca capacidade de estratificacéo
dos queratindcitos, ja que ndo foi possivel distinguir as diferentes camadas epidérmicas, a excecdo da
camada mais externa (Figura 4.19 A). Foi ainda analisado o tempo de exposicdo a ALI, tendo este sido
prolongado em 7 dias, perfazendo um total de 21 dias de exposi¢do. De forma semelhante aos resultados
previamente obtidos, foi percetivel que o aumento do tempo de exposicdo a ALI ndo se traduzia num
aumento da proliferacéo e estratificacdo celular, ndo tendo sido possivel identificar a estrutura tipica de
uma epiderme completamente diferenciada (Figura 4.19 B).
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Figura 4. 19 Caracterizagdo dos modelos epidérmicos 3D com N/TERT-1, por andlise histoldgica, para estudo da influén-
cia da vitamina C (A) e do tempo de exposi¢édo a ALI (B). As imagens apresentadas mostram a marcacdo H&E das amostras.
As células apresentaram desorganizagao estrutural e pouca proliferacdo, ndo existindo estratificagdo. Foi apenas possivel distin-

guir a camada de stratum corneum como camada mais externa. A barra da escala equivale a 25um.
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5. Discussao

A pele é um drgao especializado que constitui uma barreira complexa e essencial para a manutencao
da homeostase do corpo. E composta por duas camadas (derme e epiderme), que lhe conferem uma
estrutura tridimensional dindmica capaz de proteger o organismo da acdo de estimulos externos
potencialmente prejudiciais*®. Os queratinécitos sdo o principal tipo celular da epiderme, sendo
fundamentais para a manutencdo da integridade fisica e estrutural da pele. Contudo, nos Gltimos anos tem
vindo a tornar-se cada vez mais evidente que as funcdes destas células ndo se limitam & formacéo da
barreira epidérmica, tendo também um papel ativo na producéo e expressdo de moléculas efetoras®. Desta
forma, os queratindcitos sdo parte importante no que respeita a patogénese de diversas doencas
inflamatdrias de pele®*#l. Devido as restricdes implementadas sobre o uso de seres vivos para fins
académicos e industriais, a necessidade de desenvolver modelos 3D in vitro tem-se tornado cada vez mais
evidente. Esta alternativa permite recriar, de forma aproximada, a arquitetura e funcdo do tecido cutaneo
nativo e, simultaneamente, permite atender as necessidades especificas de cada investigacdo. Por essa
razdo, os modelos 3D in vitro sdo considerados uma ferramenta valiosa para a modulacéo de doengas e
para a avaliacdo da citotoxicidade de farmacos e produtos cosméticos®. Assim sendo, este projeto teve
como principal objetivo desenvolver e caracterizar um modelo 3D de epiderme humana, in vitro, que
recriasse uma reacao inflamatdria local.

Neste projeto, foram utilizados dois tipos de células epidérmicas humanas para a construcdo dos
modelos de RHE: HEKn, isolados a partir de pele humana neonatal saudavel; e queratindcitos da linha
celular N/TERT-1, que consistem em queratincitos imortalizados com o cDNA da hTERT®. A
capacidade de recapitular a arquitetura da epiderme humana in vitro é essencial para o sucesso dos
modelos de RHE, existindo uma relagdo evidente entre a sua estrutura e funcdo. Assim sendo, quanto
maior for a semelhanca estrutural dos modelos in vitro com os tecidos nativos, mais robustos estes
modelos se tornam, permitindo aferir de forma mais precisa diversos fenémenos (ex. patofisiologias)®.
Tendo isto em mente, as células foram semeadas sobre membranas de policarbonato (scaffold),
comercialmente disponiveis, e que oferecem um bom suporte para a sua proliferacdo, sem interferir com
o comportamento das mesmas, devido a sua natureza inerte e biocompatibilidade®®. In vivo, as células
existem num ambiente 3D onde conseguem ter acesso aos nutrientes que necessitam em todas as direcoes.
Pelo contrario, quando sdo mantidas em T-flasks, sdo forcadas a crescerem numa superficie 2D, 0 que
provoca alteragdes fisiolégicas que véo afetar as suas funcionalidades e capacidade de diferenciacdo®.
Por serem porosos, os scaffolds utilizados neste projeto permitem o acesso das células aos nutrientes,
tanto pela superficie apical como pela superficie basolateral, promovendo um crescimento natural e
multidimensional, contribuindo assim para 0 aumento da relevancia biolégica dos modelos®®. O uso destes
scaffolds é ainda vantajoso na medida em que dispensa a utilizacdo de hidrogéis de origem animal, que
muitas vezes sdo suscetiveis a contracao fisica, tornando-se pouco estaveis®*®8, Aliado ao uso de scaffolds
sintéticos, as celulas foram expostas a ALI de forma a facilitar 0 acesso ao oxigénio, e promover o seu
crescimento e diferenciacdo®.

A epiderme humana possui uma organizagdo complexa em multicamada na qual os queratindcitos
sofrem alteracGes conformacionais a medida que se diferenciam, perdendo a sua geometria colunar para
adotarem um fendtipo achatado e queratinizado®. Neste projeto, a organizacdo em multicamada dos
queratindcitos foi recapitulada com sucesso, in vitro, quando se utilizaram HEKn (Figura 4.1 A), tendo
sido possivel identificar: o stratum basale onde as células estavam organizadas verticalmente de forma
contigua e possuiam atividade proliferativa (evidenciada pela marcagdo com o anticorpo Ki-67 (Figura
4.1 B)); o stratum spinosum, onde os HEKn adotaram uma conformacdo mais alongada; o stratum
granulosum, e o stratum corneum (Figura 4.1 A). A presenca de stratum corneum é sinénima do processo
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de diferenciacdo terminal sofrido pelos queratinécitos, sendo determinante para a formacdo da barreira
permeéavel da pele®2. A maturacéo progressiva dos queratinécitos desde o stratum basale até ao stratum
corneum é acompanhada pela expressao de diferentes proteinas, como a K14, a K10 e a INV. A func¢éo
primaria da K14 e da K10 é a de atuar como um suporte flexivel e estavel que, simultaneamente, permite
as celulas epidérmicas resistir aos stresses mecanicos exteriores. A K14 é sintetizada pelos queratindcitos
do stratum basale, sendo considerada um marcador de estratificacdo que permite confirmar o correto
desenvolvimento e atividade proliferativa das células desta camada®”8. Nas camadas suprabasais, a
reducdo na expressdao da K14, acompanhada do aumento na expressdo da K10- sintetizada pelos
queratindcitos pds-mitdticos- atuaram como um marcador de diferenciacdo celular’>'’. A INV é uma
proteina expressa pelos queratinécitos das camadas superiores da epiderme, fazendo parte do envelope
cornificado das células terminalmente diferenciadas®. O padrdo de expressdo da K14, K10 e INV no
modelo 3D epidérmico com HEKn mostrou-se comparavel ao verificado para a epiderme humana
saudavel e para outros modelos epidérmicos com HEKn descritos na literatura (Figura 4.1 C, D, E) %
Além de serem muito utilizadas como marcadores de proliferacdo e diferenciagéo celular, as queratinas
sdo também uma ferramenta importante no diagnéstico de doencas epidérmicas®®. A expressdo da K6 e
da K17 representa um estado ativado e hiperproliferativo dos queratindcitos p6s mitoticos, o qual pode
ser verificado em condi¢des inflamatorias que estdo na base de patologias cutdneas como a psoriase e
dermatite atopica®™!’. Os padroes de expressdo da K6 e da K17 no modelo 3D epidérmico com HEKn
sugerem gue 0s queratindcitos se encontravam num estado ativado, tendo a expressdo da K6 sido mais
evidente (Figura 4.1 F, G). Contudo, tratando-se de uma condicdo controlo, esperava-se que 0S
gueratindcitos ndo expressassem estas queratinas, tal como sucede na epiderme interfolicular humana
saudavel, in vivo*. Apesar disto, este resultado néo é inédito, tendo sido verificada a expressdo da K6 e
da K17 ao longo de todas as camadas epidérmicas em substitutos de pele saudavel num estudo
desenvolvido por Smiley, A. et al., 2006. Além disto, sabe-se que a suplementagdo com EGF durante a
cultura in vitro tem efeito sobre a expressdo da K6 pelos queratindcitos, induzindo-a®. No decorrer deste
projeto, 0 meio de cultura utilizado para o crescimento dos HEKn ndo continha EGF na sua composicéao
nem foi, posteriormente, suplementado com esta proteina. Ao invés disso, utilizou-se KGF para promover
a diferenciacdo celular, pelo que se procurou perceber a possibilidade deste suplemento influenciar a
expressdo da K6 e da K17. De acordo com os estudos desenvolvidos por Gibbs, S. et al., 2000 e
Latkowski, J. et al., 1995, o uso de KGF ndo altera a expressdo destas queratinas, identificando-se um
padrdo de expressdo semelhante ao verificado numa epiderme saudavel, in vivo. Uma possivel explicacéo
para a diferenca nos resultados obtidos pode relacionar-se com o tipo de queratinocitos utlizado, ja que
no modelo 3D epidérmico desenvolvido no decorrer deste projeto se utilizaram queratindcitos neonatais
e Gibbs, S. et al., 2000 e Latkowski, J. et al., 1995 utilizaram queratindcitos adultos. Os queratinécitos
neonatais diferem significativamente de queratindcitos provenientes de individuos mais velhos. Essas
diferengas refletem-se ao nivel do potencial proliferativo e de diferenciacéo, sendo evidenciadas através
da expressdo de queratinas diferentes®. Apesar disto, é importante realcar que este padrdo ndo foi
verificado para todos os replicados (n=3), existido uma grande variabilidade, sendo, por isso, importante
aumentar o nimero de amostras.

Os modelos 3D epidérmicos com HEKn foram expostos a intensidades crescentes de radiacdo UV-B,
um potente indutor de inflamacéo cutanea®”, de modo a determinar a intensidade capaz de melhor simular
uma reacao inflamatoria na epiderme. 48 horas ap6s a exposi¢cdo dos modelos ao intervalo de intensidades
de radiacdo UV-B entre os 10 mJ/cm? (Figura 4.2 A, B, C) e 0s 60 mJ/cm? (Figura 4.4 A, B, C), ndo foram
verificadas alteraces a nivel morfoldgico, tendo a integridade da amostra sido preservada. Além disto,
apesar de se ter verificado um aumento significativo da espessura das amostras expostas a 40 e 50 mJ/cm?,
face ao controlo (Figura 4.5) ndo foi identificado um cenéario de hiperqueratinose ou hiperplasia
epidérmica, ambos indicativos da acédo de intensidades excessivas da radiagdo UV-B nas células®. Isto
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sugere que as células apresentaram maior capacidade proliferativa, acompanhada de uma correta
estratificacdo, o que resultou no aumento da espessura das amostras. O padrdo de expressdo da K14 nas
epidermes expostas a 10 e 20 mJ/cm? de radiacdo UV-B assemelha-se ao verificado para a epiderme
saudavel in vivo e em outros modelos com HEKn (Figura 4.2 D, E)*. Todavia, nas epidermes expostas a
30, 40, 50 e 60 mJ/cm?, a expresséo deste marcador mostrou-se dispersa pelas varias camadas epidérmicas
(Figura 4.2 F, Figura 4.4 D, E, F). Observacdes semelhantes foram verificadas por Horio, T. et al., 1993
que, ao expor a pele de porquinhos da india & radiacio UV, detetou a express&o de anticorpos especificos
para queratinas da camada basal em camadas suprabasais. Um outro estudo realizado em pele humana, in
vivo, revelou que a radiacdo UV-B induz um aumento na expressao de varias queratinas e que existiam
inimeros queratindcitos suprabasais a expressar K14%. Desta forma, os resultados obtidos podem sugerir
que: i) a radiacdo UV-B provoca inducéo da expressdo da K14 nos queratindcitos suprabasais®, ou ii) os
queratindcitos basais migraram para as camadas superiores da epiderme, podendo isto estar relacionado
com o estado hiperproliferativo em que se encontram apds terem sido expostos a radiacdo UV-B®. De
facto, a marcacgdo com o anticorpo Ki-67 refletiu um aumento da proliferacéo celular apds a exposicao a
radiacdo (Figura 4.1 B, Figura 4.3). A expressao suprabasal da K10 e da INV foi verificada para todas as
intensidades testadas, estando em concordancia com o verificado noutros modelos com HEKn e na
epiderme humana nativa (Figura 4.2 G-L, Figura 4.4 G-L)*. Vérios estudos mostram existir alteragdes no
padrdo de expressdo das queratinas apds a exposicdo a radiagdo UV, Em particular, foram dadas
evidéncias do aumento da expressdo da K6 em HEK ap0s a exposicdo a radiagdo UV-B num estudo
desenvolvido por Bernerd, F. et al., 2001. Nesse sentido, pressupds-se que a expressao da K6 nos modelos
3D aumentasse com o aumento da intensidade da radiacdo UV-B utilizada e que um padréo semelhante
fosse observado para a K17, ja que esta esta intimamente associada a reacdes inflamatérias cutaneas®.
Todavia, esta tendéncia néo foi completamente verificada ja que as amostras expostas a 20 mJ/cm? (Figura
4.2 N, Q) apresentaram maior intensidade na expressao de ambas as queratinas, face aos modelos expostos
a 30 mJ/cm? (Figura 4.2 O, R). Apesar disto, foi notério um aumento na expressao apés a exposicdo a
intensidades mais elevadas, com as epidermes expostas a 60 mJ/cm? a apresentarem uma marcacgéo mais
intensa face as restantes (Figura 4.4 O, R). Mais uma vez, é de destacar que os resultados obtidos para os
ensaios com 10, 20 e 30 mJ/cm? n&do apresentaram consisténcia entre replicados (n=3). Uma explicacdo
provavel pode relacionar-se com a variabilidade inerente a realizacdo de ensaios independentes, tendo-se
verificado a existéncia de alteragBes na proliferacéo e estratificacdo de algumas amostras, podendo isto
ter impactado a expressao das queratinas em analise. Relativamente aos estudos com 40, 50, e 60 mJ/cm?
parece ter existido um crescente na expressdo da K6 e da K17. Contudo, apenas foi realizado um ensaio
experimental para estas condi¢des (n=1), pelo que sera necessario aumentar a amostragem a fim de
confirmar esta tendéncia. Adicionalmente, seria importante complementar a abordagem qualitativa obtida
através dos ensaios de imunofluorescéncia com uma abordagem mais quantitativa, de modo a poder
quantificar a expressdo dos marcadores epidérmicos. Depois da exposicdo a 75 e 90 mJ/cm?, a falta de
coesdo tecidual generalizada foi evidenciada pela auséncia de estratificacdo, bem como pela presenca de
espagos livres entre as células e o scaffold, mas também dentro das préprias células (Figura 4.6). Apesar
disto, a existéncia de uma fina camada de stratum corneum, sugere que 0s queratindcitos passaram pelo
processo de diferenciagdo e que os danos observados foram, muito possivelmente, provocados a
posteriori, aquando da irradiacdo. Desta forma, os resultados obtidos parecem indicar que estas
intensidades sdo excessivas, ndo sendo as mais adequadas para estudar os processos inflamatorios
cutaneos pretendidos, ja que a integridade das amostras ndo foi preservada.

Os queratindcitos humanos apresentam-se como a principal fonte de citocinas da epiderme,
expressando IL-1a., IL-1PB, IL-6, IL-10, entre outras®®. Neste projeto, 48 horas apds a exposicéo a radiagdo
UV-B, analisou-se o perfil de expressédo da IL-6 e da IL-1f3, por serem duas das citocinas expressas pelos
gueratindcitos que melhor caracterizadas estdo em termos da sua regulacdo e funcéo nestas células, e por
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desempenharem um papel fundamental na fase inicial da resposta inflamatéria®*’. A producdo
constitutiva destes mediadores, quer in vivo como in vitro, é reduzida, podendo ser aumentada por
diversos estimulos, dos quais se destaca a radiacdo UV#. Nos modelos 3D com HEKn foi verificado um
aumento estatisticamente significativo nos niveis de expressdo da IL-6 com a intensidade da radiacdo
aplicada, a partir dos 50 mJ/cm?, sugerindo que a intensidade ideal a aplicar nos modelos epidérmicos se
podera situar entre os 50 e os 90 mJ/cm? (Figura 4.7 A). Estes resultados estdo em conformidade com
varios estudos desenvolvidos previamente, onde foi identificada uma relacdo entre a intensidade de
radiagcdo UV-B aplicada e os niveis de citocinas libertados pelos queratindcitos®1t, Porém, apesar do
maior aumento nos niveis de I1L-6 libertada ter sido verificado apds a exposicdo a 90 mJ/cm?, néo se deve
excluir a possibilidade de isso ocorrer devido a danos ou morte celular, ja que foram verificadas grandes
alteracdes morfoldgicas nas amostras ap6s a estimulacdo com esta intensidade de radia¢do. Desta forma,
em estudos futuros seria pertinente analisar o intervalo de intensidades entre os 50 e 70 mJ/cm? para
perceber qual destas consegue provocar a libertagdo maxima de citocinas sem destruir a morfologia das
amostras. Relativamente aos niveis de IL-1p era esperado identificar uma relacdo de proporcionalidade
direta com a intensidade da radiacdo UV-B utilizada'°*1%2, Contudo, os resultados obtidos néo evidenciam
uma relagdo clara entre estas variaveis, tendo-se identificado niveis mais elevados ap0s a exposi¢do a 20
e 30 mJ/cm? e também apds a exposicdo aos 90 mJ/cm?, a semelhanca do verificado para a IL-6 (Figura
4.7 B), pelo que é importante repetir esta analise. Apesar disto, os niveis de IL-1(3 apds a exposicéo a 20
mJ/cm? podem, de certa forma, justificar a expressio da K6 evidenciada pelos ensaios de
imunofluorescéncia (Figura 4.2 N), ja que o papel da IL-1 na ativacdo dos queratindcitos através da
inducdo da expressdo desta queratina esta descrito na literatura*. Em estudos futuros seria interessante
quantificar os niveis de expressdo do acido ribonucleico mensageiro (MRNA) das citocinas de interesse.
Esta abordagem permitira aferir de que forma a expressao génica varia com a intensidade da radiacéo
utilizada e, simultaneamente, permitira fazer uma interpretacdo mais completa dos dados obtidos pelos
ELISAs, ja que, devido ao consumo celular de citocinas, os niveis reais podem ser subestimados®.

Para avaliar se a resposta a radiagdo UV-B se mantinha passado algum tempo, os modelos foram
analisados 96 horas ap6s a exposicédo a 10, 20 e 30 mJ/cm?2. No que respeita a expressdo dos marcadores
epidérmicos, a K14 mostrou-se limitada ao stratum basale na amostra controlo. Porém, nas amostras
expostas a radiacao verificou-se um padrdo mais disperso, a semelhanca do que foi observado nos ensaios
analisados 48 horas ap0s a exposi¢do (Figura 4.9 E, F, G, H). A expressdo da K10 revelou-se pouco
intensa nas epidermes irradiadas, o que poderia refletir a influencia da radiacdo UV-B, j& que perante
estimulos hiperproliferativos a expressao desta queratina é reduzida (Figura 4.9 1, J, K, L) Todavia,
também nao foi verificada expressao na epiderme controlo o que pode sugerir que os HEKn suprabasais
ndo se encontravam totalmente diferenciados. A INV foi expressa pelo stratum granulosum e pelo stratum
corneum, em todas as condi¢es, indicando a formacao do envelope cornificado caracteristico das células
suprabasais (Figura 4.9 M, N, O, P)®0, O padréo de expressédo da K6 e da K17 parece sugerir um aumento
na expressdo de ambas com a radiacdo UV-B (Figura 49 R, S, T, V, W, X). Apesar disto, a amostra
controlo exibiu expressdo de K6, pelo que é sensato considerar a hipotese de a expressdo apresentada
pelas epidermes irradiadas ndo ser exclusivamente devida & ac¢éo da radiacdo UV-B (Figura 4.9 Q). A
espessura das amostras diminuiu com a intensidade da radiacdo (Figura 4.8). Contudo, é dificil afirmar a
existéncia de uma relacdo com a exposicao a radiacdo UV-B uma vez que, normalmente, h4 um aumento
da espessura da epiderme devido a hiperproliferacdo celular causada por essa exposicdo®’. Assim sendo,
0 mais plausivel é que as amostras apresentem um baixo grau de estratificagdo, possivelmente devido a
desregulacgdes na proliferacdo dos HEKn durante a formacao da epiderme.

O perfil cinético da expressao de IL-6 mostrou existir um aumento progressivo nos niveis libertados
pelos HEKn com o aumento da intensidade da radiacdo UV-B aplicada (10, 20 e 30 mJ/cm?), 96 horas
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apos a exposicdo (Figura 4.10 A). Estes resultados vdo de encontro ao verificado por de Vos, S. et al.,
1994, num estudo em que se conclui que a radiacdo UV-B induz a libertacdo da IL-6 pelos queratindcitos
humanos de forma dependente da intensidade da radiacdo e do tempo de exposicdo. Também os niveis de
IL-18 se mantiveram elevados, relativamente a situacdo controlo (Figura 4.10 B). Estes resultados
confirmam que a atividade inflamatéria dos HEKn aumenta em resposta a radiagdo UV-B e que esta
resposta se prolonga no tempo, a semelhanca do que foi verificado em estudos anteriores?®. No futuro,
seria conveniente aumentar o numero de replicados para confirmar a tendéncia observada.
Adicionalmente, seria relevante avaliar a libertacdo destas citocinas pouco tempo apds a exposicao a
radiacdo UV-B, ja que existem evidéncias do aumento nos niveis de ambas as citocinas aqui estudadas,
12 horas apés a irradiacdo dos queratinécitos'®. Desta forma, seria possivel realizar uma analise mais
completa do perfil de expresséo da IL-6 e da IL-1, tendo mais tempos de amostragem para analisar a que
altura se da a libertagdo maxima destas citocinas.

O TNF-a induz a transcrigdo de genes reguladores da inflamag&o, da sobrevivéncia, da proliferagdo e
da diferenciacéo celular, através da ativacdo da via de sinalizacéo do fator nuclear - kB (NF-«xB)!. Para
ambos os tempos de exposicgdo testados foi verificado um padréo de expressdo de queratinas semelhante
(Figura 4.12, Figura 4.15). A expressdo da K14, K10 e INV mostrou-se bastante fraca em todas as
condigdes testadas, incluindo nas amostras controlo (Figura 4.12 E-P, Figura 4.15 E-P). Tendo este padrdo
sido observado nas amostras controlo, e existindo evidéncias de que 0 TNF-a. ndo tem efeito global sobre
as proteinas epidérmicas?’, ndo parece provavel que a auséncia de marcacdo verificada tenha sido
induzida pelo tratamento com esta citocina. Estes resultados, juntamente com a andlise histolégica (Figura
4.12 A-D, Figura 4.15 A-D) e com as medic¢Oes da espessura das amostras (Figura 4.11), evidenciam um
baixo grau de proliferacéo celular que, por sua vez, parece ter comprometido a estratificacdo das células
nas diferentes camadas epidérmicas. Assim, é importante ter em conta que a fraca estratificacdo dos
modelos 3D epidérmicos pode interferir com a interpretacdo dos resultados sobre a expressdo das
gueratinas e dos niveis de citocinas. Apesar disto, foi possivel identificar um aumento na expressao da K6
e da K17 com o aumento da concentracéo de TNF-o, em ambos os tempos de exposicéo (Figura 4.12 Q-
X, Figura 4.15 Q-X), estando estas observacdes em consonancia com publicacGes anteriores'?’1%,
Adicionalmente, sabe-se que o TNF-a. afeta o ciclo celular dos queratindcitos, suprimindo a expresséo de
proteinas associadas a proliferacdo celular®!. Neste projeto, foi observada uma reducéo na proliferacéo
dos queratindcitos basais dos modelos tratados com TNF-a., face a condigdo controlo, reiterando assim o
efeito inibitorio desta citocina (Figura 4.13).

O TNF-a. foi capaz de provocar um aumento estatisticamente significativo nos niveis de IL-6 24 horas
apos o tratamento com 100 ng/mL (Figura 4.14 A). Por outro lado, os niveis de IL-1 mostraram diminuir
com a concentracdo de TNF-a (Figura 4.14 B). Estudos realizados em modelos 2D com queratincitos
da linha celular HacaT verificaram um aumento na expressao génica e proteica de ambas as citocinas aqui
estudadas quando se adicionaram 10'% e 20M° ng/mL de TNF-a. ao meio de cultura. Contudo, ao nosso
conhecimento ndo foi ainda testado o efeito de concentragdes crescentes de TNF-o. em modelos 3D
exclusivamente epidérmicos, com HEKn. Sob determinadas circunstancias, a IL-1 é mitogénica para 0s
queratindcitos, isto €, estimula a proliferacdo celular, o que implica que estes expressem recetores
membranares para esta citocina, tendo sido verificada a existéncia de quantidades significativas destes
recetores, in vitro. A capacidade de uma célula que produz uma determinada citocina expressar recetores
para essa mesma citocina sugere que esta desempenha um papel autécrino na ativacdo da célula!'l. Esta
situacdo pode ser observada nos queratindcitos, ja que estes expressam IL-1 e possuem recetores
membranares para a mesma. Desta forma, pode ser especulado que a reducdo nos niveis de IL-1 ap6s a
aplicacdo do TNF-a se possa dever a acdo autdcrina desta citocina, ja que ndo existem componentes
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dérmicos nem imunitarios capazes de receber a sinalizacdo paracrina dos queratindcitos lesados. Além
disto, outra hipGtese € que a maioria da IL-1, in vitro, permaneca associada @ membrana celular ou no
dominio intracelular, podendo isso influenciar a quantidade libertada para o meio de cultura'!. Desta
forma, reiterando ideias anteriores, seria benéfico aumentar o nimero de replicados e complementar a
andlise da expressao proteica com a quantificacdo da expressdo génica destas citocinas. Nas epidermes
3D tratadas com concentra¢Ges de TNF-o. mais elevadas (100, 150 e 200 ng/mL), a analise ndo pdde ser
concluida, ja que ocorreram alteragcdes morfolégicas significativas nas amostras, nomeadamente, auséncia
de proliferacdo celular, organizacdo estrutural e estratificacdo em camadas epidérmicas individuais
(Figura 4.16). Além disto, foram observados espacos livres no interior das amostras, o que contribuiu para
0 desarranjo tecidual evidenciado. Este padréo foi observado em todas as condicdes, incluindo na amostra
controlo (dados ndo apresentados), o que sugere que o fendtipo verificado muito possivelmente se deve a
desregulacdes ocorridas nas proprias células e ndo ao efeito do TNF-a nas mesmas. Nao tendo sido
possivel aumentar o nimero de replicados no tempo Util para a realizagdo deste projeto, futuramente, seria
importante replicar as condicOes testadas por forma a otimizar a concentragdo ideal de TNF-o a usar no
modelo.

Apesar de ndo tdo utilizada quanto os queratindcitos primarios, a linha celular N/TERT-1 provou ser
igualmente apropriada para desenvolver modelos de RHE e RHS, ja que os queratinécitos imortalizados
apresentam uma capacidade de proliferacdo e diferenciacdo, bem como uma funcionalidade de barreira
semelhante a verificada em modelos com células primarias®®™. Adicionalmente, as respostas
inflamatdrias dadas pelos queratindcitos imortalizados sdo também equiparadas as observadas em
queratindcitos primarios, podendo ser utilizadas com sucesso na constru¢do de modelos de doencas
inflamatérias cutaneas, in vitro™. Por estas razdes, neste projeto foi testado o uso desta linha celular para
0 desenvolvimento do modelo epidérmico 3D pretendido. Em todos os ensaios realizados com
queratindcitos N/TERT-1 verificou-se um padrdo comum, marcado pela auséncia de proliferacdo e
diferenciagdo celular, ndo tendo sido identificados sinais de estratificacdo. Ao invés disso, foi percetivel
que as amostras apresentavam um elevado grau de desintegracdo devido a presenca de espacos livres
(Figura 4.17, Figura 4.18). Tendo em consideracdo que este fend6tipo foi observado tanto nas amostras
controlo como nas amostras expostas a radiacdo UV-B e ao TNF-a, pode depreender-se que ndo foi um
resultado direto dessa exposicdo. Posto isto, foram colocadas e testadas varias hipoteses para o sucedido.
Em primeiro lugar, analisou-se a possibilidade de a desintegragdo das amostras poder ser devida ao corte
com o micrétomo, aquando da andlise histolégica. Por essa razdo, foram comparados cortes com 3um e
5um de espessura, ndo tendo sido observadas melhorias significativas na integridade das amostras, o que
exclui este fator como causador do fendtipo observado. Na sua forma liofilizada, a vitamina C é
relativamente estavel, mas quando dissolvida em agua apresenta uma taxa de decomposicao elevada,
tornando-se mais instavel**2, Desta forma, foi utilizada uma nova solucdo aquosa, feita imediatamente
antes da sua juncdo ao meio de cultura, para garantir a maior estabilidade possivel e poder avaliar a
influéncia da vitamina C no desenvolvimento dos modelos 3D epidérmicos. Apesar de ter sido notério
um desenvolvimento ao nivel do stratum corneum, néo foi possivel identificar com clareza as restantes
camadas epidérmicas, 0 que sugere que a solucdo de vitamina C previamente utilizada nos ensaios nao
foi uma condicionante para a estratificacdo dos queratindcitos N/TERT-1 (Figura 4.19 A). Sabendo que
a ALI é essencial para a obtencdo da morfologia epidérmica normal e para a fungdo de barreira®,
ponderou-se se um aumento no tempo de exposicao das células (total de 21 dias) poderia ser necessario.
Contudo, ndo foram identificados sinais de uma organizacéo estrutural em multicamada, a exce¢do da
camada mais externa, indicando que o tempo de exposicdo a ALI até entdo utilizado nos ensaios (14 dias)
ndo era a causa da falta de proliferacdo e diferenciacdo evidenciada pelos queratindcitos N/TERT-1
(Figura 4.19 B).
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A composic¢do do meio de cultura, os suplementos utilizados, a atmosfera gasosa, a temperatura, o pH
e a matriz sobre a qual as células crescem sao fundamentais para o sucesso das culturas celulares in vitro.
Alteragdes em qualquer um destes parametros podem ter efeitos significativos sobre o fendtipo,
crescimento e viabilidade celular'!®, pelo que ndo deve ser descartada a possibilidade de ter existido um
desequilibrio em algum destes fatores causando stress adicional sobre as células. Em particular, a adesdo
a superficie dos inserts de cultura celular pode ter sido um fator determinante, ja que muitas vezes durante
a cultura 2D as células proliferaram até atingirem a confluéncia desejada, sem evidéncia de elevados
niveis de morte celular, mas ao serem semeadas acabavam por degenerar. No caso particular dos
queratindcitos N/TERT-1, para potenciar a sua adesdo, a membrana de policarbonato do insert foi
revestida com colageénio tipo I, conhecido por promover a adesdo, crescimento e diferenciagdo de varios
tipos celulares®. Apesar disto, ndo foi possivel identificar sinais de proliferacdo ou diferenciagéo, o que
pode sugerir a existéncia de alteracfes nas propriedades do colagénio, que podem ter comprometido a
adesdo das células, impedindo que estas estratificassem. No futuro, poderia ser interessante testar outro
lote de colagénio tipo | e, no caso de continuarem a ser observados os mesmaos problemas, poderia ser
considerada a utilizagéo de outras biomoléculas (ex. outros tipos de colagénio, gelatina, laminina)>*. Além
disto, poderia também testar-se 0 aumento da concentragdo celular a semear, por forma a garantir que as
células cobrem toda a superficie da membrana de policarbonato, impedindo a infiltracdo de meio de
cultura no interior dos inserts. Esta situacdo, bastante recorrente no decorrer deste projeto, impossibilita
0 estabelecimento da ALI e, consequentemente, a estratificacdo dos queratindcitos, inviabilizando o
ensaio experimental. Por fim, em ensaios futuros seria vantajoso utilizar novos lotes de HEKn e N/TERT-
1, para descartar a existéncia de problemas inerentes ao material biolégico até entdo utilizado, e
estabelecer novos stocks criopreservados de células (“master cell banks”) para, posteriormente, serem
expandidos e utilizados (“working cell banks”)!,
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6. Conclusao

Neste trabalho foram usados dois tipos de queratindcitos humanos para o desenvolvimento de modelos
3D epidérmicos in vitro, nomeadamente, HEKn e queratindcitos da linha celular N/TERT-1. Para o
estabelecimento dos modelos foi utilizada uma matriz de policarbonato, inerte e comercialmente
disponivel, que fornece um suporte adequado para a proliferacdo celular, reduzindo o tempo de produgéo
dos modelos. A radiacdo UV-B e o TNF-a foram utilizados para estudar o seu potencial na indugéo de
uma resposta inflamatoria por parte dos queratindcitos. De forma a perceber a evolucdo da resposta
inflamatdria desencadeada pelos queratinécitos, o tempo pos-exposi¢do foi também analisado.

Nos modelos controlo desenvolvidos com HEKn foi possivel mimetizar a morfologia epidérmica
normal, identificando todas as camadas e tendo padrdes de expressdo de marcadores caracteristicos do
correto desenvolvimento epidérmico (K14, K10 e INV) comparaveis ao verificado in vivo e noutros
estudos in vitro.

Os estudos desenvolvidos no decorrer deste projeto parecem confirmar a ideia de que a atividade
inflamatdria dos HEKn aumenta em resposta a radiacdo UV-B, através do aumento da proliferacéo das
células basais, da expressdo da K6 e da K17 e da libertagdo da IL-6 e da IL-1B. Adicionalmente, foi
também confirmado que esta resposta se prolonga no tempo, ja que 96 horas apds a exposicao a radiagdo
UV-B, ainda foi possivel identificar aumentos nos niveis de citocinas face a situagdo controlo. As
intensidades de 75 e 90 mJ/cm? mostraram ser nocivas para as células, provocando alteracdes profundas
nas amostras. Desta forma, a intensidade ideal a utilizar podera situar-se entre os 50 e 0s 70 mJ/cm?,

Nos ensaios com TNF-a. ndo foi possivel otimizar a concentracéo ideal a ser utilizada para provocar
inflamacéo nos modelos epidérmicos, ndo tendo sido observada uma relacéo de proporcionalidade direta
entre a concentracao desta citocina e os niveis de libertagdo de IL-6 e IL-1B. Contudo, o TNF-a parece
ter induzido a expressdo da K6 e da K17 de forma dependente da concentracdo utilizada,
independentemente do tempo p6s-exposicao.

Com a linha celular N/TERT-1, a proliferacdo, diferenciagdo e estratificacdo celular foram afetadas,
ndo tendo sido possivel obter modelos 3D epidérmicos representativos. Foi analisada a influéncia da
espessura dos cortes histologicos, da vitamina C e do tempo de exposi¢do a ALI, tendo-se concluido que
nenhum destes fatores afetou diretamente o fendtipo observado.

E importante sublinhar que os resultados obtidos no decorrer deste trabalho s&o individuais, tendo-se
verificado uma grande variabilidade entre amostras. Durante este projeto surgiram imprevistos associados
a cultura celular, o que dificultou em muito a obtencdo de modelos 3D epidérmicos corretamente
desenvolvidos. Em particular, a variabilidade associada as células priméarias comerciais utilizadas
constituiu um grande obstaculo, tendo sido testados varios lotes que ndo apresentavam a viabilidade
necesséria para a obtengdo de resultados satisfatorios, no decorrer deste projeto de Mestrado. Sendo 0s
modelos o0 ponto de partida para as analises subsequentes, e ndo tendo sido atingida a qualidade necesséria
dos mesmos, foi imposta uma grande condicionante sobre os estudos posteriormente desenvolvidos e,
consequentemente, sobre os resultados obtidos. Em adigdo a isto, os constrangimentos logisticos feitos
sentir durante a situacdo pandémica (ex. atrasos na entrega de meios de cultura, células e material
descartavel) limitaram a realizacdo de mais ensaios experimentais, ndo tendo sido possivel obter um
nimero de replicados suficiente para todas as condi¢cBes em estudo. Desta forma, no futuro seria
importante completar as analises aqui descritas e repetir os estudos com HEKn e queratinécitos N/TERT-
1, utilizando novos lotes de células funcionais. Para completar estes estudos seria igualmente relevante
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guantificar a expressdo dos marcadores epidérmicos e analisar 0s niveis de expressdo do mRNA das
citocinas utilizadas.

Uma vez otimizadas as intensidades de radiacdo UV-B e a concentra¢do de TNF-o, 0s modelos de
epiderme inflamada poderdo ser utilizados em estudos de avaliacdo de farmacos anti-inflamatérios. A
inclusdo de componentes dérmicos e, numa fase mais avancada, de componentes do sistema imunitério
(ex. perfusdo do plasma sanguineo de um paciente) representa uma mais-valia para a valorizagdo dos
modelos, ja que seria possivel obter uma aproximacgdo maior as condic¢@es in vivo. Em dltima instancia,
estes modelos 3D poderdo vir a ser utilizados como uma ferramenta de medicina personalizada, na qual
0 microambiente do paciente pode ser recriado através da utilizacdo das suas préprias células para a
construcdao do modelo, permitindo perceber de que forma o farmaco em estudo se comporta.
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