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RESUMO

As células da papila dérmica (CPD) sdo consideradas como chave
central do processo de sinalizagdo que controla o complexo sistema de
morfogénese e crescimento do foliculo piloso. Contudo, a contribuigdo
destas células, por meio de moléculas secretadas (efeito paracrino), no
reparo cutaneo e protecdo ao fotoenvelhecimento da pele adjacente ndo
esta completamente elucidada na literatura. Os fibroblastos dérmicos séo
elementos fundamentais para o restabelecimento da homeostase e reparo
da pele, tendo atividade destacada na promogéo do fechamento da leséo
e na producdo e remodelamento da matriz extracelular (MEC), funges
também relacionadas com a fisiopatologia do fotoenvelhecimento. O
presente trabalho investigou, em modelos murino e humano, os efeitos
parécrinos das CPD no reparo cuténeo in vitro, avaliando a ativagéo de
fibroblastos, producdo de MEC e envolvimento de vesiculas
extracelulares (VE), além de protecdo ao fotoenvelhecimento. Para isso,
primeiramente, CPD foram isoladas pela técnica de explante a partir de
papilas dérmicas dissecadas de foliculos pilosos de camundongos e
humanos. Apds expansdo, foi coletado o meio condicionado das células
da papila dérmica murinas (MC-CPDm) e este foi avaliado em modelo
de cultivo organotipico do foliculo piloso, demonstrando que o MC-
CPDm estimula o crescimento do pelo, mantendo a habilidade indutora
sobre o foliculo piloso. Em seguida, 0 MC-CPDm foi estudado frente a
ativacdo de fibroblastos murinos (3T3), avaliando a proliferacdo, a
migracéo e a conversdo fibroblasto-miofibroblasto, através do ensaio de
contragdo de colageno e avaliagdo da expressio de a-SMA. Os
resultados obtidos demonstraram que o MC-CPDm estimula a
proliferacdo e o fechamento da lesdo in vitro, reduzindo a converséo
fibroblasto-miofibroblasto.  Visando a  potencial aplicacéo
biotecnolégica e clinica para potencializacdo do processo de reparo
cutdneo com maior qualidade de cicatrizes por meio da ativacdo do
remodelamento dérmico, a ativacdo de fibroblastos e a producdo de
MEC foi avaliada em células humanas. Para isso, foi coletado o meio
condicionado das células da papila dérmica humanas (MC-CPDh) e este
foi avaliado quanto a proliferacdo e migracdo de fibroblastos dérmicos
humanos, demonstrando que o MC-CPDh estimula a proliferacdo e
migracdo celular. Em relagdo & producdo de MEC, foi investigada a
expressdo proteica de coldgeno | e fibronectina. Os resultados obtidos
demonstraram que o MC-CPDh promoveu aumento na producgdo de
fibronectina, entretanto néo foi observada diferenga significativa sobre a
sintese de coldgeno I. Uma vez que VE vém sendo apontadas como



importantes mediadores de efeitos paracrinos em diversos sistemas, a
participacdo destas na interacdo com fibroblastos também foi
investigada. As VE presentes no MC-CPDh (VE-CPDh) foram isoladas
por ultracentrifugacédo e a interacdo vesicula-célula foi analisada através
da observacdo da incorporacdo de VE-CPDh coradas com corante
fluorescente por fibroblastos dérmicos, além da investigacdo da
atividade bioldgica medida em termos de proliferagdo celular. Os
resultados mostraram que VE-CPDh estdo presentes no MC-CPDh e sdo
incorporadas por fibroblastos dérmicos humanos. Além disso,
demonstram que ambos, VE-CPDh e fatores sollveis presentes no
sobrenadante da ultracentrifugacdo do MC-CPDh, atuam na proliferacdo
de fibroblastos dérmicos humanos. Para avaliacdo da protecdo ao
fotoenvelhecimento, foi estabelecido modelo in vitro para o
fotoenvelhecimento de fibroblastos dérmicos por exposicdo a radiacéo
UVB. Os fibroblastos expostos & radiacdo UVB apresentaram 0s
indicadores de fotoenvelhecimento, aumento na atividade de B-
galactosidase e expressdo de p21, associado a morfologia caracteristica
de células senescentes e redugdo na producdo de MEC (colégeno | e
fibronectina). Em seguida, o efeito do MC-CPDh foi avaliado sobre a
viabilidade celular e morte por apoptose em fibroblastos
fotoenvelhecidos. Os resultados indicaram que o MC-CPDh estimulou a
sobrevida destas células, exercendo efeito protetor contra a morte celular
por apoptose, induzida pela exposicdo a radiacdo UVB. Quanto a
producdo de MEC, o MC-CPDh foi capaz de recuperar parcialmente
expressao de fibronectina diminuida ap6s fotoenvelhecimento dos
fibroblastos dérmicos, porém néo foi observado efeito sobre a producéao
de colageno I. Em conjunto, os resultados sugerem que as CPD exercem
efeito paracrino sobre fibroblastos dérmicos durante o processo de
reparo cutaneo, promovendo os eventos celulares que levam ao
fechamento efetivo da lesdo, além de fornecer protecdo contra o
fotoenvelhecimento, favorecendo a sobrevida de fibroblastos
fotoenvelhecidos. Em adi¢cdo, VE-CPDh estdo envolvidas nos efeitos
observados e apontam para a relevancia de sua exploracdo como uma
promissora ferramenta terapéutica para o reparo cutaneo.

Palavras-chave: reparo cutaneo, células da papilla dérmica, vesiculas
extracelulares, fotoenvelhecimento



ABSTRACT

Dermal papilla cells (DPC) are known as key signaling center that
controls the complex system of morphogenesis and hair growth.
However, the paracrine contribution of these cells to skin repair and
photoaging protection remains elusive. Dermal fibroblasts are essential
elements to skin homeostasis and repair, with highlighted activity in
wound closure and extracellular matrix (ECM) production and
remodeling. These functions are also related to the physiopathology of
photoaging. The present work aimed to investigate in vitro the paracrine
effects of DPC in skin repair, evaluating fibroblast activation, ECM
production and the involvement of extracellular vesicles (EV), as well as
photoaging protection. Firstly, DPC were isolated by dermal papilla
explant from mice and humans hair follicles. After expansion, the
murine dermal papilla cells conditioned medium (mDPC-CM) was
collected and evaluated in hair follicle organotypic culture,
demonstrating that it stimulates hair growth, maintaining the hair
inductive ability. Then, the effect of mDPC-CM was evaluated
concerning murine fibroblasts (3T3) activation - proliferation, migration
and fibroblast-myofibroblast conversion, through the collagen
contraction assay and a-SMA expression. Results showed that mDPC-
CM stimulates the proliferation and wound closure in vitro and reduces
fibroblast-myofibroblast conversion. Aiming for a biotechnological and
clinical application to promote the skin repair with higher quality scars
through the activation of dermal remodeling, fibroblast activation and
ECM production were evaluated in human cells. For this, the human
dermal papilla cells conditioned medium (hDPC-CM) was collected and
the proliferation and migration of human dermal fibroblasts was
evaluated. Data showed that hDPC-CM stimulates cell proliferation and
migration. Regarding the ECM production, the protein expression of
collagen | and fibronectin was investigated. The results showed that
hDPC-CM promoted an increase in fibronectin production, with no
difference in type | collagen. Since EV have been identified as important
mediators in several systems, its participation in fibroblasts activation
was also investigated. EV present in hDPC-CM (hDPC-EV) were
isolated by ultracentrifugation and vesicle-cell interaction analyzed by
incorporation of fluorescent stained-hDPC-EV by dermal fibroblasts. In
addition, its biological activity was measured by cell proliferation.
Results showed that hDPC-EV are present in hDPC-CM and are
incorporated by human dermal fibroblasts. In addition, both hDPC-EV
and soluble factors present in the hDPC-CM supernatant, stimulate the



proliferation of human dermal fibroblasts. To evaluate photoaging
protection, an in vitro photoaging model was established by exposure of
dermal fibroblasts to UVB radiation. UVB-exposed-fibroblasts showed
the photoaging indicators - increased B-galactosidase activity and p21
expression, associated with senescent morphology and ECM (collagen |
and fibronectin) reduced production. Then, the effect of hDPC-CM was
assessed in cell viability and death by apoptosis in photoaged
fibroblasts. Results indicated that hDPC-CM stimulated cell survival
with protective effect against UVB-induced cell death by apoptosis.
Regarding ECM production, hDPC-CM was able to partially recover the
decreased fibronectin expression by photoaged fibroblasts, with no
effect in collagen | production. Taken together, results suggest that DPC
exerts paracrine effects in dermal fibroblasts during cutaneous repair,
promoting cellular events that lead to wound closure, besides providing
protection against photoaging, favoring the survival of photoaged
fibroblasts. In addition, hDPC-EV are involved in the observed effects
and point to the relevance of their exploration as a promising therapeutic
tool for cutaneous repair.

Keywords: skin healing, dermal papillae cells, extracellular vesicles,
photoaging
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1. INTRODUCAO

Os foliculos pilosos se desenvolvem por um complexo processo
morfogénico resultante de uma série altamente coordenada de interagdes
epitélio-mesenquimais. A papila dérmica é considerada a chave central
da sinalizacdo deste processo, além de ser apontada como responsavel
por manter o crescimento do pelo e controlar o complexo sistema do
ciclo piloso (ALONSO; FUCHS, 2006). A presenca de foliculos pilosos
na pele tem sido relacionada com um melhor processo de reparo, uma
vez que, animais com maior densidade de pelos fecham a lesdo mais
rapidamente e com menor formagdo de cicatrizes (HIGGINS et al.,
2017). Em humanos, também se observa melhora no processo de reparo
em regides com pelos quando comparado a regibes sem pelos
(JAHODA; REYNOLDS, 2001). Ja é bem descrito que, ap6s uma leséo,
nova epiderme se forma com forte contribuicdo de células epidermais
provenientes dos anexos cutaneos (PLIKUS et al., 2012). Acredita-se
gue a papila e a bainha dérmica, componentes dérmicos do foliculo
piloso, contribuam de forma semelhante no reparo da derme. As células
da papila dérmica (CPD) apresentam propriedades de células-tronco,
como plasticidade celular e habilidade de produzir derme funcional,
incluindo os anexos, quando combinadas com componentes epidermais
(LEIROS et al., 2014).

Além dos componentes celulares, a matriz extracelular (MEC)
tem papel ativo no reparo tecidual, sendo importante para o fechamento
da lesdo, bem como na interacdo direta com as células que atuam neste
complexo processo. A producdo insuficiente de MEC esta relacionada
com a formagdo de feridas cronicas. Em contrapartida o excesso de
MEC leva a formacdo de fibroses e cicatrizes hipertroficas (TRACY;
MINASIAN; CATERSON, 2016). Desta forma, a producdo de MEC e
posterior remodelamento estdo diretamente relacionados com a
gualidade da cicatriz formada (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012). A
grande maioria das proteinas que compdem a MEC é produzida por
fibroblastos e miofibroblastos presentes na lesdo (XUE; JACKSON,
2015). Assim, a atividade destas células se torna alvo de estratégias que
buscam um reparo cutdneo mais rapido e uma melhora estética e
funcional das cicatrizes formadas.

Estudos em terapia celular que buscam o reparo cutaneo, tém
enfatizado o efeito paracrino de células aplicadas, relacionando os
efeitos atingidos a fatores secretados pelas células e ndo ao seu efeito
direto (LEE; AYOUB; AGRAWAL, 2016; LI etal., 2015; ZHAO et al.,
2013). Recentemente, o efeito paréacrino de células-tronco mesenquimais
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frente a diversas injlrias, incluindo o reparo cutaneo, foi conferido a
vesiculas extracelulares (VE) secretadas por estas células (PHINNEY;
PITTENGER, 2017). As VE, que correspondem a microvesiculas e
exossomos, carregam diversas proteinas, lipideos e &cidos nucleicos
que, protegidos pela membrana, chegam ativos e influenciam o
comportamento de células alvo (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013).

Vaérias pesquisas sobre a fisiopatologia do fotoenvelhecimento
tém encontrado correlacBes com certos aspectos da cicatrizacdo de
feridas, especialmente relacionados & composicdo da MEC (EMING et
al., 2014; KIM et al., 2007). Além disso, 0 processo de reparo cutaneo €
comprometido com o envelhecimento dos individuos, que apresentam
alteracBes em eventos cruciais do reparo como recrutamento de células,
deposicdo de MEC e resposta inflamatéria (EMING et al., 2014). Assim
como no contexto de lesdo cutdnea, no fotoenvelhecimento os
fibroblastos sdo as células responsaveis por esta atividade sobre a MEC.

Tendo em vista o potencial regenerativo das CPD e suas
habilidades indutivas por meio de secrecdo de moléculas sinalizadoras, o
presente trabalho teve como hipdtese que os efeitos paracrinos das CPD
se estendem além do ciclo de crescimento do pelo, exercendo efeitos
sobre a ativacdo de fibroblastos dérmicos e potencializando o reparo
cutaneo. Desta forma, os efeitos paracrinos das CPD foram estudados
enfatizando a atividade de fibroblastos e sua atuagdo na produgdo de
MEC, bem como o envolvimento de vesiculas extracelulares nestes
efeitos. Em adicdo, este trabalho buscou estabelecer um modelo in vitro
para o fotoenvelhecimento de fibroblastos dérmicos por exposi¢do a
radiagdo ultravioleta B (UVB) e avaliar, sobre os fibroblastos
fotoenvelhecidos, a protecdo ao fotoenvelhecimento e resposta ao reparo
cuténeo.
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2. OBJETIVOS
Objetivo geral

Investigar, em modelos murino e humano, os efeitos paracrinos
das CPD no reparo cutaneo in vitro, avaliando ativacao de fibroblastos,
producdo de matriz extracelular, envolvimento de vesiculas
extracelulares e protecdo ao fotoenvelhecimento.

Objetivos especificos

1. lIsolar e expandir CPD do foliculo piloso murino e humano,
bem como fibroblastos dérmicos humanos.

2. Estabelecer modelo de cultivo do foliculo piloso para analise
das células epidermais e crescimento de pelos.

3. Obter o meio condicionado das CPD de camundongos e de
humanos e testar o seu efeito sobre o crescimento de pelos.

4. Avaliar os efeitos bioldgicos do meio condicionado das células
da papila dérmica na ativacdo de fibroblastos murinos e
humanos, analisando:

a. Viabilidade, proliferacdo, morte e migracao celular

b. Conversdo para miofibroblastos pela expressdo do
marcador alfa-actina de musculo liso (a-SMA) e pela
capacidade de contragdo de colageno.

5. Avaliar os efeitos do meio condicionado das células da papila
dérmica humana na producdo de MEC (fibronectina, colageno |
e colageno I11) por fibroblastos dérmicos humanos.

6. Estabelecer o isolamento de vesiculas extracelulares
(exossomos) a partir do meio condicionado das CPD humana e
testad-las quanto a incorporacdo por fibroblastos dérmicos
humanos e sobre a proliferacdo destas células.

7. Estabelecer método de fotoenvelhecimento de fibroblastos
dérmicos humanos pela exposicao a radiacdo UVB.

8. Avaliar os efeitos do meio condicionado das CPD sobre
fibroblastos fotoenvelhecidos, avaliando a protecdo ao
fotoenvelhecimento e resposta ao reparo cutaneo.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 ESTRUTURA DA PELE

A pele é o maior 6rgéo do corpo humano atuando como interface
com o ambiente externo e na manutengdo da homeostase do organismo.
Além da funcdo de barreira protetora contra raios solares, traumas
mecanicos, perda de fluidos e invasdo por micro-organismos, a pele
possui ainda fungdes termorreguladora e sensorial. Estruturalmente, é
composta de duas camadas separadas por uma membrana basal:
externamente a epiderme, que forma a barreira protetora; e internamente
a derme, que fornece suporte e nutricdo & epiderme (FORNI;
TROMBETTA-LIMA; SOGAYAR, 2012; FUCHS, 2007).

A epiderme consiste em um epitélio de multiplas camadas
estratificadas composto pela epiderme interfolicular associada aos seus
anexos: foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas. As
principais células que comp8em a epiderme sdo 0s queratindcitos, que
se organizam em camadas de acordo com seu estagio de diferenciacéo.
Além dos queratindcitos, a epiderme é constituida por melandcitos
(células pigmentares), células de Langerhans (envolvidas com o sistema
imune) e Merkel (mecanoreceptores). A derme, por sua vez, possui
menor quantidade de células quando comparada a epiderme, sendo
constituida principalmente por MEC composta essencialmente por
colageno, glicosaminoglicanos e elastina. Ela é altamente vascularizada
por uma rede de capilares, denominado plexo dérmico, que garante
nutricdo a pele. Ainda estdo presentes nesta regido, vasos linfaticos,
terminagdes nervosas e 0s anexos derivados da epiderme. O componente
celular mais abundante na derme sdo os fibroblastos, que migram
através do tecido e sdo responsaveis pela sintese, degradacdo e
remodelamento de diversas proteinas da MEC. Além dos fibroblastos,
células do sistema imune como mondcitos, macréfagos e dendrdcitos,
também estdo presentes na derme (BLANPAIN; FUCHS, 2009;
KRETZSCHMAR; WATT, 2014).

A interacdo entre a derme e a epiderme estad envolvida no
desenvolvimento e manutencdo destas camadas e seus componentes.
Esta interacdo ja é bem descrita e mostra papel essencial na
morfogénese e crescimento do foliculo piloso (YANG; COTSARELIS,
2011).
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3.2 FOLICULO PILOSO

Durante a embriogénese, a pele inicia seu desenvolvimento como
uma camada Unica de células epidermais. Em seguida, células
mesenquimais formam a derme subjacente, onde células especializadas
organizam-se em pequenos agregados (placéides) (ALONSO; FUCHS,
2006). Os foliculos pilosos desenvolvem-se por um complexo processo
morfogénico resultante de uma série altamente coordenada de interagdes
epitélio-mesenquimais (Figura 1A). Inicialmente, as células do placoide
estimulam as células-tonco epidermais sobrejacentes a proliferar e
formar invaginacBes na derme. As células epidermais proliferam e
alcangam os agregados dermais, envolvendo-os. Apds completa
morfogénese, as células epidermais irdo formar a matriz epitelial e os
placoides constituirdo a papila dérmica (BALANA; CHARREAU;
LEIROS, 2015; FUCHS, 2007). Além das estruturas formadas pela
ectoderme e pela mesoderme, o foliculo piloso também é composto por
precursores de melandcitos derivados da crista neural (SIEBERBLUM
et al., 2004).

Quando maduros, os foliculos pilosos formam estruturas
complexas, altamente regenerativas, com regifes enriquecidas em
células-tronco que garantem sua renovacdo. Os pelos maduros sdo
formados por circulos concéntricos que compdem duas estruturas
principais: a bainha radicular externa, que estd em contato direto com a
membrana basal da epiderme, e a bainha radicular interna, que forma
um canal onde se encontra o eixo capilar (Figura 1C). O eixo capilar, o
pelo propriamente dito, é formado por um conjunto de queratinécitos
diferenciados (tricdcitos), mortos e compactados, organizados em
camadas. A bainha radicular interna também é composta por camadas de
células, porém estas sdo formadas por queratindcitos em diferentes
estagios de diferenciacdo. A bainha radicular externa, por sua vez, é
composta por células que formam uma camada continua a epiderme
interfolicular. Na bainha radicular externa, existe uma regido
protuberante denominada bulge, que constitui um relevante reservatorio
de células-tronco (FUCHS, 2007; PLIKUS et al., 2012).

Os foliculos pilosos passam por ciclos de crescimento (fase
anagena), de regressdo (fase catdgena) e por um periodo de repouso
(fase telogena) (Figura 1B). Durante a fase anagena, as células da base
do foliculo (bulbo folicular), consideradas células de amplificacdo,
rapidamente proliferam e diferenciam produzindo a fibra do cabelo e
suas diferentes camadas. Quando esta atividade mitética da regido do
bulbo diminui e eventualmente cessa, o foliculo piloso entra na fase
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catdgena que é caracterizada pelo apoptose das células epiteliais da
regido inferior do foliculo. Apds este periodo, entra na fase latente
conhecida como teldgena, até que ocorra a renovagdo de uma
subsequente fase andgena (FUCHS, 2007). A iniciacdo do ciclo depende
da ativacdo de células-tronco quiescentes da regido do bulge que séo
estimuladas a proliferar e diferenciar em resposta a sinais enviados pela
papila dérmica (MAHJOUR; GHAFFARPASAND; WANG 2012;
ZHANG, et al., 2013). A comunicacdo cruzada entre 0s compartimentos
epidermal e dermal € considerada essencial para a regeneracdo do
foliculo piloso durante o ciclo do pelo, sendo geralmente as células
dérmicas ditas como indutoras e as epidérmicas responsivas neste
processo (YANG; COTSARELLIS, 2011).
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Figura 1 Morfogénese, ciclo e estrutura do foliculo piloso. (A) Células
mesenquimais da derme formam o placoide que dard origem a papila
dérmica. A papila dérmica sinaliza as células epidermais que invaginam e
originam as estruturas epidermais do foliculo piloso. (B) Quando maduros
os foliculos pilosos se regeneram de forma ciclica entre fases de
crescimento (anagena), regressdo (catdgena) e repouso (telégena). (C)
Estrutura de um foliculo piloso maduro. Destaque para 0s componentes
ativos epidermais — bulge, bainha reticular externa e bainha reticular
interna- e mesenquimais — papila dérmica e bainha dérmica.
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3.3 CELULAS DA PAPILA DERMICA

A papila dérmica corresponde a um agregado de células
mesenquimais localizado na base do foliculo piloso (bulbo) que atrai
interesse por sua atuacdo na regulagdo do desenvolvimento e
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crescimento do pelo, e também por ser considerado um reservatério de
células-tronco multipotentes (DRISKELL et al., 2014). Além da papila
dérmica, é encontrado no foliculo piloso um segundo componente
mesenquimal, a bainha dérmica. Esta camada é composta
principalmente por colégeno e fibroblastos especializados e encontra-se
alinhada a camada epidermal do foliculo piloso, da regido do bulge até o
bulbo. As células presentes na bainha dérmica apresentam
caracteristicas similares as das células da papila dérmica (CPD), sendo a
bainha dérmica um reservatorio de CPD durante o ciclo do foliculo
piloso (YANG; COTSARELIS, 2011).

As CPD secretam biomoléculas que suportam a proliferacéo e
diferenciacdo das células epiteliais na regeneracdo do foliculo piloso
durante o ciclo do pelo, bem como na sua formacao na pele embrionaria.
Esta propriedade indutiva das CPD sobre o ciclo do pelo foi
demonstrada em estudos onde papilas dérmicas intactas e CPD
previamente cultivadas foram implantadas sob a pele sem pelos
resultando na formagcao de novos foliculos pilosos (JAHODA; HORNE;
OLIVER, 1984; OLIVER, 1970). Mais recentemente, Rompolas e
colaboradores (2012) demonstraram que a ablacdo da papila dérmica
compromete a regeneracdo do pelo, ressaltando a necessidade desta
estrutura de origem mesenquimal para o crescimento do pelo. Esta
propriedade foi reiterada em estudos de bioengenharia, nos quais
diferentes fontes de células epidermais e mesenquimais isoladas da pele
foram combinadas em biomateriais e apenas as combinagdes contendo
CPD foram capazes de formar estruturas semelhantes a foliculos pilosos
(CHERMNYKH et al., 2010; LEIROS et al., 2014).

Surpreendentemente, o potencial terapéutico das CPD se estende
além da inducdo do crescimento do pelo e formagdo de novos foliculos
pilosos. Quando isoladas do foliculo piloso e expandidas em cultura, as
CPD exibem multipoténcia e plasticidade, podendo se diferenciar em
distintas linhagens mesenquimais como adipécitos e ostedcitos, além de
células com morfologia neural (RICHARDSON et al., 2005). Em
estudos in vivo visando o reparo cutdneo, a aplicacdo de CPD em
substitutos dérmicos resultou na melhora da cicatrizagdo, com menor
formagéo de fibroses e retragdo do tecido cicatricial, além de formagéo
de foliculos pilosos (HIGGINS, et al., 2017; LEIROS et al., 2014).

Em todos estes estudos, pode-se inferir que a maior contribuicao
das CPD ocorre por meio das moléculas secretadas, demonstrando
atividade pardcrina sobre células vizinhas. Fato reforgado por ensaios in
vitro utilizando o meio condicionado das CPD, ou seja, 0 sobrenadante
de cultivo contendo os fatores secretados por estas células. Fujie e
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colaboradores (2001) demonstraram o efeito paréacrino das CPD sobre a
proliferacdo e quimiotaxia das células epidermais da bainha radicular
externa, etapa importante para o alongamento do pelo na fase anagena.
Em abordagem semelhante, foi verificado que os fatores derivados das
CPD promovem a sobrevivéncia, proliferacdo e tubulogénese de células
endoteliais, aumentando a vasculogénese e consequentemente o aporte
de nutrientes ao foliculo piloso (BASSINO et al., 2015).

Apesar dos grandes avancos nos estudos que buscam elucidar o
mecanismo de sinalizagdo envolvido neste complexo sistema de
regulacédo do ciclo do pelo, pouco se sabe sobre a contribuigdo das CPD
fora do ambiente do foliculo piloso.

34  LESOES CUTANEAS E CICATRIZACAO

Apo6s uma lesdo na pele, instantaneamente se inicia uma série de
eventos dindmicos, visando reestabelecer a homeostase do tecido. No
geral, ha dois mecanismos que promovem o fechamento de uma lesdo: a
regeneracgao e o reparo. Enquanto a regeneracdo representa uma resposta
em que 0 novo tecido recapitula perfeitamente a arquitetura tecidual,
mantendo suas propriedades mecénicas e funcionais, o processo de
reparo resulta no fechamento da lesdo sem reconstituir as caracteristicas
essenciais do tecido (REINKE; SORG, 2012).

Em humanos, este processo de fechamento da lesdo se da por um
mecanismo de reparo, que leva a formagdo de cicatrizes. As cicatrizes
consistem em um aglomerado de MEC desorganizada que, apesar de
fechar a lesdo, ndo reconstituem as caracteristicas essenciais do tecido.
No caso da pele, as cicatrizes geralmente apresentam auséncia de
elasticidade, foliculos pilosos, glandulas, terminacBes nervosas e de
pigmentacdo (REINKE; SORG, 2012). O reparo cutdneo pode ser
dividido em trés fases que se sobrepdem: fase inflamatdria, fase
proliferativa e a fase de remodelamento da MEC (Figura 2).

Imediatamente apds a lesdo, se inicia a fase inflamatéria
envolvendo a cascata de coagulacdo e respostas do sistema imune. O
processo de homeostase se inicia e o sangramento é controlado por um
agregado de plaquetas formado no local da lesdo que, posteriormente,
gera uma matriz de fibrina. Esta matriz de fibrina estanca o sangramento
e fornece ancoragem inicial para infiltracdo e adeséo celular. A ativacéo
da cascata de coagulagdo libera fatores de crescimento e citocinas que
estimulam a quimiotaxia de neutrdfilos, seguida de macroéfagos, para o
debridamento inicial da rea lesada (GURTNER et al., 2008)
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Figura 2 Fases do reparo de lesGes cutaneas 1. Fase inflamatdria: busca
estancar o sangramento e recuperar a homeostase do tecido com a formacéo
de uma matriz de fibrina, células do sistema imune sdo atraidas para a leséo
e fazem o debridamento e secrecéo de citocinas e fatores de crescimento. 2.
Fase proliferativa: queratindciots, fibroblastos e células endoteliais migram
para a area lesionada, novos vasos sdo formados e inicia-se a formacédo do
tecido de granulacdo. 3. Fase de remodelamento: ocorre o depdsito
desorganizado de MEC e posterior remodelamento, contragéo da superficie
da lesdo e completa reepitelizacdo, geralmente sem a formacdo dos anexos
epidérmicos. Abaixo da figura, caixas comparam como as fibras de
colageno encontram-se dispostas e a aparéncia da pele, na pele integra,
cicatriz normal, cicatriz hipertréfica e queloides.

Minutos Horas Dias Semanas Meses

1. Fase inflamatéria 2. Fase proliferativa 3. Fase de remodelamento

Contracdo da ferida
Queratindcitos Maturag8o da cicatriz |
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Reepitelizacdo Colégeno Aparéncia da pele
Neutréfilos (hrs-5d) Producéo de MMPs Fibras longas, rede  Normal 4= Pele integra
Remogdo de bactériase |
tecido necrotico; produgdo (Mio)Fibroblastos Pequeno, feixes Plana, sem cor 4= Cicatriz normal
de citocinas e MMPs Formagdo de MEC paralelos
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crescimento Produgdo de MMPs maios‘sin(ese e WOP?S?@% além‘
crosslinks dos limites da ferida

Fonte: adaptado de Xue e Jackson (2015).

Apos 2 a 3 dias, o processo inflamatério progride para a fase
proliferativa. Nesta fase ocorre a reepitelizagéo, a formacéao do tecido de
granulagéo e angiogenese. (GURTNER et al., 2008). Primeiramente os
gueratindcitos das bordas da lesdo migram sobre o tampéo de fibrina,
juntamente com as células-tronco dos foliculos pilosos e glandulas
sebaceas proximas, que auxiliam na reepitelizagdo (PLIKUS et al.,
2012). Fibroblastos, atraidos das bordas da lesdo, sdo estimulados a
proliferar e a se diferenciar em miofibroblastos, células contrateis que
atuam unindo as bordas da lesdo. Tanto os fibroblastos quanto os
miofibroblastos produzem proteinas de MEC que comp&em o tecido de
granulacdo. O tecido de granulacdo permite o crescimento de novos
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capilares sanguineos que fornecem nutri¢do e oxigénio para o tecido em
formacdo (GURTNER et al., 2008; REINKE; SORG, 2012).

Uma vez fechada a lesdo, a cicatriz imatura formada pode ser
remodelada. A MEC, que durante a fase proliferativa é disposta de
forma desorganizada, é agora realinhada e a maioria das células
endoteliais, macréfagos e miofibroblastos entram em apoptose. Essa
fase de remodelamento pode durar anos dependendo da severidade da
lesdo, que gradualmente recupera sua integridade (XUE; JACKSON,
2015).

3.5 MATRIZ EXTRACELULAR E REMODELAMENTO

Para compreensdo da complexidade do processo de remodelamento
é imprescindivel definir a estrutura da MEC da derme integra que este
processo busca reconstruir. A MEC é uma rede dinamica e organizada
de diversas macromoléculas e enzimas proteoliticas secretadas por
células do tecido. A MEC da derme consiste de proteinas estruturais
fibrilares que formam uma rede tridimensional, e proteinas néao
fibrilares, como proteoglicanos e glicosaminoglicanos, que criam um
ambiente carregado, dinamico e osmoticamente ativo. A proteina fibrilar
mais abundante € o colageno, que compreende cerca de 75% do peso
seco da derme. Esta matriz colagena é composta predominantemente por
colageno dos tipos | e Ill, numa razdo de 5:1, além dos menos
prevalentes tipos V, IV, VII e XVII. Outras proteinas estruturais da
MEC, como fibronectina e elastina, estdo relacionadas & adesdo e
migracdo das células da pele e elasticidade tecidual. As moléculas da
MEC interagem entre si e com as células que as produzem constituindo
um componente tecidual ativo e complexo capaz de influenciar a
sobrevivéncia, proliferacdo e fungdo celular (TRACY; MINASIAN;
CATERSON, 2016; XUE; JACKSON, 2015).

Na ferida cicatrizante, a densidade e a forma como as fibras de
colageno encontram-se dispostas determinam a caracteristica deste
tecido, sendo o tecido cicatricial limitado a aproximadamente 80% da
resisténcia a tracdo da pele normal e resulta em um ponto fraco
suscetivel a novos ferimentos (JACKSON; NESTI; TUAN, 2012). No
tecido cicatricial, as fibras de coldgeno encontram-se alinhadas
paralelamente & pele, ao contrario da formacdo em rede da derme
integra. Durante o estégio inicial da formacéao do tecido de granulacdo, a
expressdo de colageno Il tem um maior aumento em comparacdo a
expressao de colageno I, resultando no aumento da razdo dos dois tipos
de colageno. Neste estdgio, a proporcdo de coladgeno Il que na pele
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integra é de 20% passa a ser em torno de 50%, em relagéo ao colageno I.
Durante a maturacdo da cicatriz, a razdo diminui para niveis proximos
aos normais. Este remodelamento ocorre através da atividade de
metaloproteinases de matriz (MMP) e seus inibidores (TIMP). As
MMPs catalisam a hidrolise da maioria das moléculas da MEC,
incluindo colageno, elastina, laminina e fibronectina. A expresséo de
MMP na pele integra é baixa, entretanto, durante o processo de reparo,
uma série de MMP sdo produzidas. Dentre diversos tipos de MMP, sdo
produzidas especialmente MMP-1, MMP-8 e MMP-13, as quais estdo
envolvidas na degradagdo do colageno (XUE; JACKSON, 2015). O
remodelamento da MEC requer uma regulacdo coordenada de MMP e
seus inibidores, sendo que cicatrizes fibroticas estdo relacionadas com a
baixa atividade de MMP e alta atividade de TIMP (LI et al., 2015).

Os fibroblastos/miofibroblastos produzem grande parte dos
componentes da MEC, enquanto estas mesmas moléculas,
simultaneamente, atuam modificando a funcdo destas células. Neste
sentido, a interacdo dos fibroblastos com a MEC pode ser considerada
como uma forma de regulagdo autdcrina crucial para o processo de
reparo cutdneo. Como no caso de muitos aspectos da cicatrizacdo de
feridas, deve ser atingido um equilibrio entre a atividade inadequada dos
fibroblastos, que pode levar a uma ferida cronica, e uma atividade
exacerbada, que pode levar a formacdo de cicatrizes fibroticas.
(TRACY; MINASIAN; CATERSON, 2016).

3.6 MEIO CONDICIONADO E VESICULAS
EXTRACELULARES NO REPARO TECIDUAL

Os mecanismos de reparo tecidual tém como objetivo recuperar a
homeostase do tecido, para isso sdo ativadas vias de sinalizacdo
complexas, em niveis intra e intercelulares (OLCZYK; MENCNER;
KOMOSINSKA-VASSEV, 2014; RAJENDRAN et al., 2017). Em
organismos multicelulares, a comunicacdo entre as células é mediada
por contato célula-célula, por moléculas sollveis ou ainda, por VE que
carregam uma selecio de moléculas ativas (TKACH; THERY, 2016).

Na pele, diversas citocinas e fatores de crescimento séo
responsaveis pela formacdo da resposta inflamatdria e no controle da
proliferagdo, diferenciacdo e metabolismo das células envolvidas no
processo de reparo, mostrando uma forte contribuicdo da comunicagdo
celular para o sucesso do reparo tecidual (OLCZYK; MENCNER,;
KOMOSINSKA-VASSEV, 2014). A relevincia desta sinalizagdo
paracrina, é destacada em estudos que utilizam o meio condicionado
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(contendo o secretoma) de diversas fontes de células (KIM, W. et al.,
2007; LI, M. et al., 2015; ZHAO, J. et al., 2013). O meio condicionado
de células-tronco mesenquimais, amplamente estudado nestas
abordagens, contém moléculas capazes de mediar eventos importantes
para o reparo, como a proliferacdo e migracdo de fibroblastos e
gueratindcitos, promog¢do da angiogénese, producdo de MEC e
modulacdo da inflamacdo (KONALA et al., 2016; TAMAMA,;
KERPEDIJIEVA, 2012).

Além de fatores sollveis presentes no meio condicionado,
recentemente, o papel de VE na comunicacgdo celular em pequenas e
grandes distancias tem sido destacado e relacionado a diversas
patologias (HU et al., 2016; PHINNEY; PITTENGER, 2017;
RAJENDRAN et al., 2017). As células podem secretar diferentes tipos
de VE que sdo classificadas de acordo com sua forma de liberacéo e
tamanho (Figura 3). Em geral, sdo classificadas como microvesiculas ou
ex0ssomos, porém existe certa controvérsia na nomenclatura e tamanho
conferido aos diferentes tipos de VE (COLOMBO; RAPOSO, Graga;
THERY, 2014; RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). As microvesiculas,
também chamadas de ectossomos, sdo formadas e liberadas por
brotamento da membrana plasmatica da célula, apresentando tamanho
variado (100 — 1000 nm de didmetro). Por outro lado, 0s exossomos, sao
gerados no interior de endossomos multivesiculares ou corpos
multivesiculares e s80 secretados quando estes compartimentos
fusionam com a membrana plasmatica. Os exossomos sdo menores que
100 nm e séo enriquecidos com componentes derivados de endossomos
(ABELS; BREAKEFIELD, 2016; KOWAL; TKACH; THERY, 2014).
O conteldo das VE varia de acordo com a forma de biogénese, tipo
celular e condigdes fisioldgicas. Em geral, sdo carregadas com variadas
proteinas, lipideos e &cidos nucleicos, incluindo mRNA, microRNA,
que, protegidos pela membrana, chegam ativos a célula alvo (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013). As VE carregam moléculas de superficie que
permitem que estas sejam reconhecidas por células alvo. Uma vez
ligadas a célula alvo, as VE podem induzir sinalizacdo via interacdo
receptor-ligante ou podem ser internalizadas por endocitose ou fuséo de
membranas para entregar seu contelido no citoplasma, modificando
entdo o estado fisiolégico da célula receptora (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013; TKACH: THERY, 2016).
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Figura 3 Biogénese das VE. As microvesiculas se formam diretamente a
partir de brotamento da membrana plasmatica. Enquanto 0s exossomos sdo
originados a partir de vesiculas endociticas que se formam por invaginacéo
da membrana plasmatica ou vesiculas intraluminais por brotamento em
endossomos iniciais. Os endossomos iniciais dardo origem aos corpos
multivesiculares que, quando fundem com a membrana plasmatica, liberam
0s ex0ssomos no ambiente extracelular, permitindo que atuem em processos
de sinalizacdo intercelular.
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Fonte: adaptado de Raposo e colaboradores (2013)

Com relacéo a pele, um dos estudos pioneiros na area demonstrou
a producdo de exossomos por queratincitos humanos, os quais
estimulam de producdo de MMP-1 por fibroblastos dérmicos
(CHAVEZ-MUNOZ et al., 2008), evidenciando o seu forte papel na
comunicacdo derme-epiderme. Estudos seguintes demonstraram que
exossomos derivados de células epiteliais aceleram o reparo cutaneo
com inibico de formagdo de cicatrizes, também relacionando com o
aumento de expressdao de MMP-1 por fibroblastos (ZHAO et al., 2017).
Estudos envolvendo exossomos derivados de células-tronco
mesenquimais obtiveram resultados semelhantes ao meio condicionado
das mesmas, apresentando efeitos sobre a proliferacdo e a ativacdo de
fibroblastos (HU et al., 2016) e promovendo a sintese de colageno e
angiogénese (ZHANG et al., 2015). Em conjunto, estes estudos
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demonstram que as VE recapitulam em grande parte os efeitos
terapéuticos atribuidos as suas células de origem (PHINNEY;
PITTENGER, 2017).

Um dos grandes desafios na aplicacdo terapéutica de VE esta
relacionado com a padronizacdo dos métodos de isolamento e a
caracterizacdo destas vesiculas, ndo apenas relacionando seu tamanho
e/fou origem celular, mas principalmente seu contetdo (KOWAL;
TKACH; THERY, 2014; TKACH; THERY, 2016). Uma vez que as
células apresentam perfil de secrecdo diferente, variagdes na condicao
de cultivo para coleta das VE pode resultar em falta de homogeneidade
nos resultados (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). Entretanto,
utilizacdo de VE evita a transferéncia de células que podem conter
mutacOes ou danos no DNA (PHINNEY; PITTENGER, 2017), além de
apresentar menor imunogenicidade quando comparado a alguns tipos
celulares (KONALA et al., 2016). Superando as dificuldades
metodoldgicas e com o aprofundamento do conhecimento das suas
propriedades, a aplicacdo clinica das VE se mostra como uma
promissora terapia para o reparo cutaneo.

3.7 FOTOENVELHECIMENTO DA PELE — RELACAO COM
FIBROBLASTOS E O REPARO CUTANEO

O envelhecimento da pele é um fendmeno bioldgico complexo
influenciado por fatores intrinsecos e extrinsecos. O processo de
envelhecimento intrinseco ou cronolégico é uma consequéncia
inevitavel de alteracdes genéticas e fisiologicas que ocorrem ndo apenas
na pele, mas em todos os tecidos do organismo com o passar do tempo
(CAVINATO; JANSEN-DURR, 2017). Por outro lado, o
envelhecimento extrinseco esta relacionado com a exposi¢cdo cumulativa
a diversos estimulos externos, como radiacdo ultravioleta (UV),
poluicdo, dieta e outros componentes do estilo de vida individual, os
quais induzem alteragdes celulares que levam ao envelhecimento
prematuro da pele (SILVEIRA; PEDROSO, 2014). Como a pele atua
como uma interface entre 0 organismo e 0 meio ambiente, é
intensamente atingida por fatores externos, dos quais destaca-se a
radiagdo UV por exposicdo acumulada e desprotegida ao sol (HUH et
al., 2015; TOBIN, 2017).

A radiagdo UV é classificada de acordo com seu comprimento de
onda em UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) e UVC (200-280
nm). Apenas a radiacdo UVA e parte da UVB sdo capazes de ultrapassar
a camada de ozénio e atingir a superficie terrestre, representando,



37

respectivamente, 95% e 2-5% da radiacdo UV que atinge a pele (HUH
et al., 2015; TOBIN, 2017). A radiacdo UVC, extremamente danosa
aos organismos, é completamente absorvida pela camada de oz6nio e
atmosfera (TOBIN, 2017).

Ao atingir a pele, a radiacdo UVB é majoritariamente absorvida
pela epiderme, atingindo as células epidermais, todavia, 10-30% desta
radiacdo pode penetrar a derme papilar causando danos também em
fibroblastos e na MEC dérmica. J4 a radiacdo UVA penetra mais
profundamente, afetando ambas as camadas, epiderme e derme (ZENG
etal., 2014).

Uma vez que a quantidade de energia é inversamente
proporcional ao comprimento de onda, a radiacgdo UVB é mais
energética que a UVA (CAVINATO; JANSEN-DURR, 2017). Estas
caracteristicas se relacionam com a forma de interagdo com as células e
0 tipo de dano causado. Enquanto o fotoenvelhecimento mediado por
radiacdo UVA esta associado ao estresse oxidativo (SHIM et al., 2013),
os efeitos da radiacdo UVB estdo predominantemente atribuidos a danos
no DNA (SILVEIRA; PEDROSO, 2014), apesar da formacdo de
espécies reativas de oxigénio também ser atribuida a radiacdo UVB
(CHAINIAUX et al., 2002; ZENG, et al., 2014). Além das diferentes
propriedades fisicas, as respostas celulares induzidas pela radiacdo UVA
e UVB sdo sobrepostas e ambas contribuem para caracteristicas
especificas do fotoenvelhecimento (CAVINATO; JANSEN-DURR,
2017; GILCHREST, 2013).

A exposicdo constante & radiagio UV provoca alteragdes
fisioldgicas prejudiciais a pele, incluindo inflamacdo epidermal,
hiperpigmentagéo, imunossupressao, carcinogénese e
fotoenvelhecimento (HUH et al., 2015). A pele fotoenvelhecida é
caracterizada por alteracfes no tecido conjuntivo dérmico, conferindo
aspecto flacido e coriaceo (BUECHNER et al., 2008).
Histologicamente, estas alteracdes se devem principalmente a redugdo
na sintese de colageno | e Ill e aumento da expressdo de MMP-1,
resultando na degradacdo da matriz colagena existente (ZENG et al.,
2017), além do acimulo de fibras de elastina parcialmente degradadas
na derme papilar, conhecida como elastose (GILCHREST, 2013;
NAYLOR; WATSON; SHERRATT, 2011). Por serem as principais
células responséveis pelo continuo remodelamento da MEC da derme,
os fibroblastos sdo os principais alvos de estudos da fisiopatologia do
fotoenvelhecimento, bem como, na pesquisa de alternativas terapéuticas
gue buscam fotoprotecdo ou reversdo dos danos causados pelo
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fotoenvelhecimento (MAO et al., 2015; SHIM et al., 2013; ZENG, et
al., 2014).

Os fibroblastos da pele fotoenvelhecida se encontram comumente
em estado de senescéncia, ativado tanto por excesso de espécies reativas
de oxigénio quanto por danos no DNA (GILCHREST, 2013).
Fibroblastos senescentes séo caracterizados por morfologia achatada e
atividade de B-galactosidadse aumentada, tanto in vivo como in vitro
(BRUN et al., 2016), além de apresentarem um fendtipo secretério
associado a senescéncia (SASP — do inglés senescence associated
secretory phenotype), com secrecdo de citocinas, quimiocinas, proteinas
e fatores de crescimento especificos (BRUN et al., 2016; SIKORA et
al., 2011).

A senescéncia celular é regulada por uma variedade de
mecanismos, com particular contribuicdo das vias p53/p21WAFL e
p16'™NK48/Rb. Em resumo, p53 é ativada em resposta ao dano no DNA e
orquestra a ativacdo transcricional de uma variedade de genes que
contribuem para a inibicdo do crescimento, como o inibidor de quinases
dependentes de ciclina (CDK) p21WAFL, Em uma via paralela, a
fosforilagdo da proteina retinoblastoma (Rb), impondo uma parada
prolongada no ciclo celular. As duas vias representam cenarios
alternativos para a iniciacdo da senescéncia e existem evidéncias de que
a ativacdo paralela de ambas as vias conduz a senescéncia compulséria
(MAO et al., 2015). Estudos demonstram que a exposi¢do repetida a
doses moderadas de radiagdo UVB estimula vias de sinalizagdo que
culminam na ativagdo das vias de supressdo de crescimento
p53/p21WAFL efou pl16'NK44/Rb, e esta ativacdo é capaz de determinar o
inicio do processo de senescéncia (CAVINATO; JANSEN-DURR,
2017).

O envelhecimento da pele, seja cronolégico ou por fatores
extrinsecos, causa diminui¢do gradual na capacidade de manutencgéo de
sua homeostase e propriedades regenerativas. A elasticidade e a
resisténcia da pele envelhecida estdo significantemente reduzidas e com
isso, a capacidade de reparo tecidual diminui gradualmente (SHIM et
al., 2013). Em feridas crbnicas em idosos, fibroblastos residentes
proliferam menos e sdo menos responsivos a sinais envolvidos no
processo de reparo, indicando estado de senescéncia celular. Estas
feridas também apresentam retardo na infiltragho de células
inflamatdrias, angiogénese e reepitelizacdo (GOULD et al., 2016). A
reducdo na integridade tecidual da pele envelhecida, caracterizada pela
expressdo diminuida de coldgeno combinada ao aumento da sua
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degradacdo por MMP, também compromete o reparo cutaneo (KIM, et
al., 2007). Esses achados reiteram a relagdo entre o fotoenvelhecimento
e 0 reparo cutaneo, sendo a atividade dos fibroblastos e sua relagdo com
a MEC efetores biol6gicos comuns a ambos 0s processos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 CULTIVOS CELULARES

O presente trabalho foi desenvolvido com células de
camundongos e de humanos. As células de camundongos foram isoladas
das vibrissas de animais da linhagem C57BI/6 disponibilizados pelo
biotério de Biologia Celular/BEG. Os animais com idade de 6 a 8
semanas foram sacrificados por deslocamento cervical e a regido da pele
contendo as vibrissas coletada e armazenada em tampdo fosfato salina
(PBS) para posterior isolamento dos foliculos pilosos. A partir dos
foliculos pilosos isolados foram realizadas a cultura das células da
papila dérmica murina (CPDm), a cultura da regido do bulge e a cultura
organotipica do foliculo piloso, explicadas a seguir e representadas na
figura 4. Foram utilizados também fibroblastos embrionérios murinos da
linhagem 3T3 (3T3-NIH, provenientes do Nacional Institute of Health),
mantidos criopreservados e descongelados conforme necessidade.

Figura 4 Esquema representativo das culturas realizadas com foliculos
pilosos de camundongos. (A) Cultura organotipica do foliculo piloso
integro para analise do crescimento do pelo. (B) Cultura da regido do bulge
em diferentes substratos e meios de cultivo, para o isolamento das células-
tronco epidermais do foliculo piloso. (C) Cultura das CPD, para expansao
das células e coleta do meio condicionado.
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As células humanas foram obtidas de fragmentos de pele da
regido temporal de pacientes (sexo feminino, idades entre 48 e 60 anos)
submetidos a cirurgia de lifting facial (ritidoplastia), mediante
apresentacdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo 1). O fragmento de pele foi coletado e armazenado
a 4°C em recipiente estéril, contendo DMEM (Dulbeco’s Modified
Eagle’s Medium — Gibco) acrescido de antibidticos (penicilina e
estreptomicina - PS) (1U/ug, Gibco) e encaminhado para o LACERT,
para realizacdo dos procedimentos de cultivo celular.

Os procedimentos com camundongos foram aprovados pelo
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC (Protocolo
PP00810) (Anexo 2). A coleta das amostras de pele humana esta de
acordo com os principios éticos estabelecidos pela Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP), tendo recebido o certificado de
aprovacdo (CAAE:37167014.9.0000.5355) do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Centro de Pesquisas Oncoldgicas (CEPON) (Anexo
3).

4.1.1 Isolamento das CPD de foliculos pilosos murinos e humanos

Para o isolamento e cultivo das CPD, os foliculos pilosos de
camundongos e de humanos foram extraidos e dissecados sob
microscopio estereoscopico (Olympus SZ61) com a ajuda de pingas e
agulhas entomoldgicas.

Os foliculos pilosos de camundongo foram retirados pela face
interna do tecido da regido contendo as vibrissas. Apds afrouxar o tecido
adjacente, o foliculo piloso foi pingando na parte mais proxima a
epiderme e arrancado juntamente com a capsula de colageno que o
envolve. Apos, foi realizado um corte transversal na parte inferior onde
se encontra a papila dérmica, sendo a parte superior reservada para
posterior isolamento das células do bulge. Para isolar a papila dérmica
da regido inferior, a capsula colagena foi cuidadosamente afastada com
o0 auxilio de agulhas finas e a papila dérmica transferida com auxilio de
uma pipeta para uma placa de cultivo contendo DMEM suplementado
com 20% de soro bovino fetal (SBF) (Vitrocelll ou DMEM
suplementado com 20% de SBF acrescido de 10 ng/mL de fator de
crescimento de fibroblsto-2 (FGF2, Sigma).

Os foliculos pilosos humanos foram retirados também pela face
interna do fragmento de pele, porém, como ndo possuem a capsula, a
parte do bulbo contendo a papila foi cortada diretamente do tecido.
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Posteriormente, o tecido adjacente foi removido e a papila dérmica
cuidadosamente isolada e transferida para placas de cultivo contendo
DMEM suplementado com 20% de SBF e 10 ng/mL FGF2. Para
facilitar a adesdo das papilas dérmicas a placa, estas foram
delicadamente pressionadas contra o plastico com o auxilio de uma
agulha fina.

As culturas primarias das células da papila dérmica murina e
humana (CPDm e CPDh, respectivamente) foram mantidas durante 5
dias em estufa a 37°C, 5% CO2 e 95% de umidade para permitir a
adesdo e migracao das células. Apds este periodo, 0 meio de cultivo foi
substituido por DMEM suplementado com 10% SBF contendo ou néo
FGF2, e este foi trocado a cada 3 ou 4 dias. A partir da migragdo das
CPD formaram-se col6nias e, quando observada a fuséo destas colonias,
as células foram retiradas da placa utilizando tripsina/EDTA 0,05%
(Invitrogen), centrifugadas e transferidas para garrafas de cultivo para
expanséo.

412 Formagéo de esferas pelas CPD

Para avaliacdo da propriedade de formacdo esferas, caracteristica
das CPD, foi realizado o ensaio de formagdo de esferas pela técnica de
gota pendente, conforme descrito por Topouzi e colaboradores (2017).
Resumidamente, as CPDh em passagem 3 foram descoladas da placa
com tripsina, centrifugadas e ressuspensas em DMEM suplementado
com 10% SBF na concentracdo de 500 células/pl. Em seguida, gotas de
10 pl da suspensdo contendo 5x10° células foram distribuidas pela
tampa da placa de Petri. A tampa foi invertida cuidadosamente e
colocada sobre a base placa, na qual foi adicionado PBS para formar
uma camara Umida e evitar o ressecamento da gota. As esferas foram
visualizadas em microscépio invertido de contraste de fase (Olympus
1X71) e fotografadas apds 48 horas de cultivo.

4.1.3 Isolamento e cultivo de fibroblastos dérmicos humanos

Para o isolamento dos fibroblastos dérmicos, os fragmentos de
pele foram cortados em pedacos de aproximadamente 1cm? e incubados
com 12,5 U/mL de dispase Il (Gibco) overnight, a 4°C. Apos este
periodo, a epiderme e a hipoderme foram removidas, restando apenas a
derme, que foi picada em pedacos bem pequenos. Estes fragmentos
foram colocados em placas de cultivo contendo DMEM suplementado
com 20% de SBF e mantidos em condicOes de cultivo para permitir a
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migracdo de fibroblastos para a placa de cultivo. Ap6s observacdo de
células aderidas a placa, o meio de cultivo foi substituido por DMEM
suplementado com 10% de SBF e trocado a cada 3 dias. Apesar da
retirada mecanica da epiderme, além dos fibroblastos, a presenca de
colénias de queratindcitos também foi observada, como pode ser
visualizado na figura 5A. No momento em que as colbnias mistas
ocupavam toda a superficie da placa de cultivo, as células foram
incubadas com tripsina/EDTA 0,05% e colocadas na estufa a 37°C por 5
minutos. Queratindcitos aderem mais fortemente a placa, dessa forma,
apos este periodo na estufa, apenas os fibroblastos se encontravam em
suspensdo (Figura 5B). A tripsina contendo os fibroblastos foi recolhida
da placa e sua atividade bloqueada com DMEM suplementado com 10%
de SBF. A suspensdo foi centrifugada e o precipitado contendo os
fibroblastos ressuspenso em DMEM suplementado com 10% de SBF e
as células foram entdo transferidas para outra placa. Com esta primeira
repicagem, os fibroblastos foram isolados sem contaminacdo com
queratindcitos (Figura 5C). Ao atingir confluéncia de 90%, os
fibroblastos foram novamente tripsinizados e plaqueados em menor
densidade para expansdo ou criopreservados em SBF com 5% de
DMSO (Sigma) para posterior utilizacdo. Para os experimentos foram
utilizados fibroblastos isolados de trés doadores.

Figura 5 Isolamento de fibroblastos dérmicos humanos. (A) Cultura
primaria: monocamada mista de fibroblastos e queratindcitos a partir do
explante dérmico (*) (B). Apos a adicéo de tripsina 0,05% por 5 minutos, 0s
fibroblastos se encontravam em suspensao e os queratindcitos aderidos. (C)
Cultura secundaria: apenas fibroblastos isolados. Escala: 200um

4.1.4  Cultivo de fibroblastos murinos 3T3

Para os experimentos de avaliagdo do meio condicionado das
CPDm de camundongos, foram utilizados fibroblastos embrionarios
murinos da linhagem 3T3. Estes foram mantidos criopreservados em
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nitrogénio liquido e descongelados conforme a necessidade. Para isso,
foi adicionado meio de cultivo (DMEM + 10% de SBF) aquecido a
37°C sobre as células ainda congeladas. Logo apds o descongelamento,
as células foram centrifugadas para retirada do meio de criopreservacao,
ressuspensas e plaqueadas em DMEM suplementado com 10% de SBF.
Apos 5 dias de aclimatacdo, as células foram novamente descoladas da
placa com tripsina/EDTA 0,05% e plaqueadas nas condi¢fes de cada
experimento.

42 OBTENGCAO DO MEIO CONDICIONADO DAS CELULAS
DA PAPILA DERMICA

Para coleta do meio condicionado das CPDm (MC-CPDm),
CPDm em segunda passagem foram cultivadas em placas de 150 cm? até
atingirem a confluéncia de 90%. Apds, as células foram lavadas 3 vezes
com PBS e mantidas em condicdes de cultivo em DMEM sem SBF (15
ml) por 48 horas. O MC-CPDm foi entdo coletado e centrifugado a 1800
rpm por 10 minutos, filtrado em membrana com poros de 0,22 um e
concentrado 5 vezes com filtro Amicon Ultra-15 Ultracel 3K
(Millipore). Foi coletado o MC-CPDm de cultivos de CPDm
provenientes de trés camundongos e as amostras concentradas foram
armazenadas em -80°C para posterior utilizacdo. Para o tratamento foi
utilizado o MC-CPDm nas concentragdes de 10 e 20% em DMEM sem
SBF.

O meio condicionado das CPDh (MC-CPDh) foi coletado de
células em terceira passagem e ap0s o ensaio de formacdo de esferas
(descrito em 4.1.2). Desta forma, as CPDh foram expandidas até terceira
passagem, repicadas e cultivadas em gota pendente na concentragdo de
5x10° células/gota em placas de 150 cm?. Apos 48 horas as esferas
foram coletadas, homogeneizadas em meio de cultivo, devolvidas para a
placa e cultivadas até atingirem a confluéncia de 90%. Em seguida,
foram realizadas trés lavagens com PBS e adicionado 15ml de DMEM
sem SBF por 48 horas. O MC-CPDh foi entdo coletado, centrifugado e
filtrado conforme descrito acima para o0 MC-CPDm. O MC-CPDh foi
coletado a partir de células de trés doadores e, a fim de equalizar as
amostras, as células produtoras foram contabilizadas e o volume de
meio foi ajustado de acordo com o nimero de células produtoras. Ou
seja, 0 MC-CPDh foi concentrado com filtro Amicon Ultra-15 Ultracel
3K até obter uma concentragédo contendo o meio produzido por 5x10°
células em um volume final de 1mL. Para os experimentos, foi utilizado
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um pool de MC-CPDh dos trés doadores ajustados na mesma
concentracao.

43 CULTIVO DO FOLICULO PILOSO DE CAMUNDONGOS

Ja é estabelecido que a papila dérmica exerce papel importante na
inducgdo da formagdo do foliculo piloso e na modulagéo do crescimento
do pelo, principalmente por meio de secrecdo de moléculas
sinalizadoras. Desta forma, visando investigar a presenca de moléculas
indutoras do ciclo do pelo, foram testadas duas abordagens de cultivo de
foliculo piloso murino.

4.3.1 Cultivo de células epidermais do foliculo piloso

Para o cultivo das células epidermais presentes na regido do bulge
do foliculo piloso, vibrissas de camundongos foram extraidas conforme
descrito nos itens 3.1 e 3.1.1. Os foliculos pilosos reservados ap6s o
isolamento da papila dérmica foram dissecados para remogao da capsula
gue o envolve, deixando exposta a regido do bulge. Apds a disseccdo, 0s
bulges isolados foram colocados individualmente em placas de 24 pogos
com diferentes substratos e meios de cultivo, descritos na tabela 1.

Tabela 1 Condicdes testadas para o isolamento das células epidermais
do foliculo piloso

Substrato Meio de cultivo

Meio complexo: a-MEM contendo 15% de SBF, 2% de
extrato de embrido de galinha, 0,1 pg/mL de
hidrocortisona (Sigma), 10 pg/mL de transferrina
(Sigma), 1 ng/mL de insulina (Sigma), 0,4 ng/mL de 3-
3’-5 triiodo-L-tironina (T3, Sigma), 0,01 ng/mL de
glucagon (Sigma), 0,1 ng/mL de fator de crescimento
Colageno | | epidermal (EGF, Sigma) e 1 ng/mL de FGF2
DMEM/F12 suplementado com 10% SBF

DMEM/F12 + suplementos: 10% de SBF, 10 ng/ml de
EGF, 0,1 ug/mL de hidrocortisona e 5 ug/ml de insulina
Meio para progenitores  epidermais: K-SFM
suplementado com 0,Ing/mL. de EGF e 30pg/mL de
extrato de pituitaria bovina
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Meio complexo: a-MEM contendo 15% de SBF, 2% de
extrato de embrido de galinha, 0,1 pg/mL de
hidrocortisona, 10 pg/mL de transferrina, 1 ng/mL de
insulina, 0,4 ng/mL de T3, 0,01 ng/mL de glucagon,
0,1ng/mL EGF e 1 ng/mL de FGF2

Matrigel ® | DMEM/F12 suplementado com 10% SBF

DMEM/F12 + suplementos: 10% de SBF, 10 ng/ml de
EGF, 0,1 pg/mL de hidrocortisona e 5 ug/ml de insulina
Meio para progenitores  epidermais: K-SFM
suplementado com 0,1 ng/mL de EGF e 30 pg/mL de
extrato de pituitaria bovina

Primeiramente, placas de cultivo de 24 pogos foram revestidas
com o0s substratos Colageno | (BD) e Matrigel® (BD), conforme
indicagdo dos fabricantes. Para o revestimento com colégeno I, as placas
foram incubadas com 5 pg/cm? durante uma hora em temperatura
ambiente. Apos este periodo, o excesso de solucéo foi retirado, 0s pogos
lavados com PBS e esterilizados por exposicdo a luz ultravioleta durante
30 minutos. Para o revestimento com Matrigel®, este foi diluido a 10%
em DMEM gelado. Foi adicionado 300 puL. de Matrigel® diluido em
cada pogo e incubado em temperatura ambiente por uma hora. Em
seguida, o excesso foi retirado e 0s pocos gentilmente lavados com PBS.

As regides do bulge dissecadas foram cultivadas individualmente
nos pogos com diferentes substratos e mantidos com 150 ul dos
diferentes meios durante 24 horas a 37°C, 5% CO, e 95% de umidade
para favorecer a adesdo. Apos este periodo, foram acrescentados 350 L
dos meios. Foram cultivados pelo menos 5 bulges em cada condi¢éo
durante 14 dias, sendo o0 meio de cultivo trocado a cada 3 dias.

4.3.2  Cultivo organotipico do foliculo piloso

O cultivo organotipico foi realizado conforme descrito por Su e
colaboradores (2015). Este método de cultivo permite que foliculos
pilosos isolados na fase de crescimento (anagena) sejam mantidos in
vitro enquanto continuam a produzir pelos, possibilitando a avaliagéo de
substancias que possam estimular o crescimento do pelo. Para tal, foram
dissecados foliculos pilosos de camundongos, mantendo-os integros
(incluindo a capsula que o reveste). Os foliculos na fase andgena foram
selecionados e mantidos isoladamente em suspensdo em meio Williams
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E (Gibco) suplementado com 2 mM de L-glutamina (Gibco), 10 pg/ml
de insulina 10 ng/ml de hidrocortisona e antibidticos, a 37°C, 5% CO: e
95% de umidade. Os foliculos isolados foram divididos em dois grupos,
(1) grupo controle contendo o0 meio base acrescido de 10% de DMEM e
(2) grupo tratado que recebeu 10% de MC-CPDm. Foram isolados
foliculos pilosos de dois camundongos e aqueles encontrados na fase
anagena foram distribuidos igualmente nos dois grupos, totalizando 15
foliculos para cada grupo. O crescimento dos pelos foi acompanhado
por meio de fotografias nos dias 0, 3 e 5 e 0 comprimento dos pelos foi
medido com o auxilio do software Image.J.

44  ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para verificacdo da viabilidade celular, foi aplicado o ensaio de
MTS (Promega) de acordo com as instrugdes do fabricante. Trata-se de
um método colorimétrico baseado na biorreducdo do composto MTS [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolium], na presenca de um acoplador de elétrons (etosulfato de
fenanzina-PES), em um produto cromogénico sollvel em meio de
cultura (formazan). Este processo é realizado por enzimas mitocondriais
e a mudanga de coloracdo do meio reflete diretamente a atividade
celular, podendo ser medida em termos de absorbancia. Para a
realizacdo do ensaio, fibroblastos foram cultivados em placas de 96
pocos (5x102 células/pogo) e mantidos em condicdo de cultivo por 24
horas para permitir a adesdo. Em seguida, o meio de cultivo foi
substituido por 100 pul de DMEM acrescido de MC-CPDh ou DMEM
sem SBF (controle). Ap6s 24 ou 48 horas, foi adicionado MTS (15 pl),
gue foi mantido por 3 horas em estufa a 37°C e 5% CO2. Logo apds, 80
pl do sobrenadante de cada pogo foram transferidos para nova placa e
realizada a leitura da absorbancia em leitora de microplacas
(Spectramax Paradigm) em comprimento de onda ajustado para 490 nm.

45 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

A proliferacdo celular foi analisada através do ensaio de
incorporacdo do 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU, Invitrogen), um
analogo da timidina que se incorpora ao DNA das células que estdo
proliferando. Este ensaio foi realizado conforme instrugdes do fabricante
e utilizado tanto na avaliacdo dos efeitos biol6gicos do MC-CPDm
quanto do MC-CPDh, seguindo para ambos 0s mesmos parametros do
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ensaio, variando apenas a concentragdo do meio condicionado
(explicado no item 4.2). Desta forma, fibroblastos (3T3 ou dérmicos
humanos) foram cultivados em placas de 24 pocos (10* células/pogo) ou
96 pocos (2x10° células/poco) e, apdés o periodo de adesdo, foram
mantidos por 12 horas em DMEM sem SBF a fim de uniformizar o
perfil proliferativo em relagdo a condicdo controle. Em seguida, 0 meio
de cultivo foi substituido pelo tratamento em questdo (MC-CPDm ou
MC-CPDh) ou DMEM sem SBF (controle). Ap6s 12 horas, foi
adicionado BrdU (1:100) em todos 0s pogos e mantido por mais 24
horas em condic¢des de cultivo. Decorrida a incuba¢do com BrdU, as
células foram fixadas com formaldeido 4% durante 30 minutos, seguido
de lavagem com PBS e permeabilizacdo com 0,25% de Triton-X100
(Sigma) por 30 minutos. As células foram entdo incubadas com &cido
cloridrico 2N por dois periodos de 15 minutos a 37°C, lavadas com PBS
e incubadas com tamp&o borato por 10 minutos. Os pocos contendo as
células foram novamente lavados com PBS, incubados com solucéo de
blogueio por 40 minutos (PBS com 5% de SBF) e submetidos a
marcacdo imunocitoquimica utilizando anticorpo priméario anti-BrdU
(lgG2a de rato, 1:100, Abcam) seguido do anticorpo secundario (Alexa
Fluor 488 anti-lgG de rato, 1:500, Invitrogen). Os nicleos foram
corados com 4’,6-diamino-2-fenilindole (DAPI, Sigma) e a proliferacdo
celular foi expressa como propor¢do de células BrdU positivas, obtida
por contagem direta dos nlcleos corados com DAPI. Trés experimentos
independentes foram realizados em triplicada e foram contados cinco
campos de cada poco.

4.6 ENSAIO DE MIGRACAO OU WOUND HEALING IN VITRO

Para avaliar a migragdo celular, in vitro, foi utilizado o ensaio de
wound healing ou scratch assay (ZHANG et al., 2013). Este método
mimetiza a migragdo celular durante a cicatrizacdo de feridas in vivo e
foi utilizado tanto na avaliagdo do MC-CPDm quanto do MC-CPDh,
seguindo para ambos 0s mesmos parametros do ensaio, variando apenas
a concentracdo do meio condicionado (explicado no item 4.2). Para isso,
fibroblastos murinos (3T3) ou dérmicos humanos foram mantidos em
placas de 24 pocos nas condi¢des padrdes de cultivo, até atingirem
confluéncia de aproximadamente 90%. Apds este periodo foi realizada
uma raspagem na camada de células utilizando ponteira de 100 pL. Os
pocos foram lavados com PBS para retirada dos debris celulares. Em
seguida, foi acrescentado o meio condicionado conforme condicdo
experimental e, como controle, utilizou-se DMEM sem SBF. A
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migracao celular foi observada e fotografada em intervalos regulares (0,
24 e 48 horas), e as imagens obtidas comparadas e analisadas através do
software ImageJ.

47  ENSAIO DE CONTRAGAO DO COLAGENO

Para avaliar a capacidade de contragdo do colageno, utilizou-se o
ensaio de contragdo do colageno conforme descrito por (SU; CHEN,
2015). Para isso, fibroblastos murinos 3T3 foram soltos da placa e
ressuspensos em solugdo de 1 mg/ml de colageno tipo | em DMEM,
numa concentragdo de 3x10° células/ml. A solucdo de colageno tipo I e
fibroblastos foi entdo transferida para placas de 24 pogos (500 pl/pogo)
e esta foi incubada a 37°C por 30 minutos para a polimerizacdo do gel.
Apls este periodo, os géis de colageno | polimerizados foram
gentilmente descolados da placa, passando uma ponteira pelas bordas
dos pocgos. Em seguida, foram adicionados 600 pul MC-CPDm diluido
em DMEM sem SBF. Como controle utilizou-se DMEM sem SBF. Os
pogos foram fotografados (0 e 24 horas) e a &rea dos géis medidas e
comparadas através do software ImageJ.

48 ANALISE IMUNOCITOQUIMICA

A avaliacdo da diferenciacdo de fibroblastos para miofibroblastos
e da apoptose foram realizadas através de marcag¢do imunocitoquimica
para o-SMA e caspase-3 ativada, respectivamente. Para isso,
fibroblastos foram plagqueados em placas de 24 pocos (10* células/poco)
ou 96 pocos (5x10% células/pogo) e mantidos por 24 horas em estufa
para permitir a adesdo. Apds este periodo, o0 meio contendo SBF (10%)
foi substituido por DMEM sem soro e as células incubadas por
adicionais 12 horas. Entdo, o meio de cultivo foi substituido por meio
condicionado conforme condicdo experimental e, como controle, foram
mantidos pocos com DMEM sem SBF. Apds 48 horas, as células foram
fixadas com formaldeido 4% durante 30 minutos, seguido de lavagem
com PBS e permeabilizagdo com 0,25% de Triton-X100 por 30 minutos.
Os pogos contendo as células foram novamente lavados com PBS,
incubados com solucédo de blogueio (PBS com 5% de SBF, 40 minutos)
e submetidos & marcacdo imunocitoquimica. Para marcacdo de
miofibroblastos, foi utilizado anticorpo primério anti-a-SMA (IgG2a de
camundongo, 1:300, Sigma), incubado overnight a 4°C, seguido do
anticorpo secundario (Alexa Fluor 594 anti-lgG2a de camundongo,
Invitrogen), incubado por uma hora, em temperatura ambiente. Para a
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andlise de apoptose, utilizou-se anticorpo primario anti-caspase3 (IgG
de coelho, 1:100, Sigma) seguido do anticorpo secundario (Alexa Fluor
488 anti-1gG de coelho, Invitrogen), incubados conforme citado acima.
Os nucleos foram corados com DAPI e a proporgdo de células a-SMA
ou caspase-3 positivas foi dada em relacdo ao numero total de células
marcadas com DAPI. As marcagOes fluorescentes para os diferentes
marcadores  analisados foram  visualizadas em  microscépio
epifluorescente Olympus 1X71 e as imagens capturadas com a camera
Olympus DP71. Trés experimentos independentes foram realizados em
triplicada e foram contados pelo menos cinco campos de cada poco.

49 WESTERN BLOT

A analise quantitativa da expressdo de a-SMA e avaliagcdo da
producdo de proteinas de matriz extracelular (coldgeno I, colageno Ill e
fibronectina) foi realizada através da técnica de Western blot.

Para extracdo das proteinas, fibroblastos dérmicos humanos
foram cultivados em placas de 6 pocos e, ao atingir cerca de 80% de
confluéncia, foram tratados com MC-CPDh por 48 horas. Decorrido este
periodo, as células foram lisadas com tampdo de extracdo RIPA
(Thermo Fisher Scientific) acrescido de inibidores de proteases
(aprotinina 2 pg/ml, PMSF 1 mM e leupeptina 5 pg/ml, todos Sigma).
Em seguida, os lisados congelados a -80°C por 10 minutos, seguido de
agitacdo em vortex e centrifugacdo a 10.000 x g, durante 10 min, a 4°C.
O sobrenadante foi entdo coletado e a concentragdo proteica foi
determinada através do ensaio colorimétrico (Bio-Rad DC Protein
Assay), utilizando uma curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA)
com 5 pontos com concentragdes entre 0,5 pg/ul e 5 pug/ul. As amostras
foram preparadas em tampdo de amostra 4x e agente redutor 10x
NuPAGE (Invitrogen) para aplicacdo no gel de eletroforese.

Em seguida, as proteinas foram separadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida a 7,5% contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE). A eletroforese foi realizada com corrente de 20 mA e voltagem
constante de 60mV para entrada e 120 mV para corrida, até a
visualizacdo da passagem das amostras e do padrdo de peso molecular
(Spectra Multicolor — Invitrogen).

As proteinas do gel foram transferidas e imobilizadas em
membranas de nitrocelulose durante 10 minutos sob corrente de 1.3 A
voltagem de 25 V no sistema Piere Power (Thermo Fisher Scientific) em
tampéo de transferéncia (Thermo Fisher Scientific). Para confirmacéo
de transferéncia foi aplicado o corante Ponceau sobre a membrana.
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Apos a eletrotransferéncia, as membranas foram blogueadas por
40 minutos com leite desnatado 5% em tamp&o TBS (Tris 10 mM, NaCl
150 mM - pH 7,4) e, a seguir, lavadas com TBS-T (TBS + 0,05%
Tween 20). Por fim, as membranas foram incubadas com os anticorpos
primarios listados na tabela 2 a 4°C, sob agitacdo, overnight.

Para deteccdo dos complexos imunes, ap6s trés lavagens com
TBS-T, as membranas foram incubadas por 1 hora com os anticorpos
secundarios especificos (Tabela 2) conjugados a peroxidase. Ap6s novas
lavagens com TBS-T, as membranas foram incubadas para revelagdo
com kit de deteccdo de peroxidase (Amersham ECL Western blotting
analysis system - GE), digitalizadas por fotodocumentador ChemiDoc
MP (BioRad) e a densitometria das bandas foi realizada pelo software
ImageJ.

A andlise de o-SMA foi também realizada em fibroblastos
murinos 3T3 tratados com o MC-CPDm, seguindo os mesmos padrdes
deste protocolo.

Tabela 2 Anticorpos primarios e secundérios utilizados para western
blot

Anticorpo Isotipo do | Diluicdo do | Anticorpo | Diluigdo do
primario anticorpo anticorpo secundario anticorpo
(marca) primario primario (marca) secundario
Anti- o- Anti-1gG de
tubulina carlr?l?ntgr? o 1:5000 camundongo 1:10000
(Sigma) g (GE)

. Anti-lgG de
Anti- a-SMA |- 1gG2a de 1:5000 camundongo |  1:10000
(Sigma) camundongo
(GE)
Anti-
colageno | 1gG de Anti-l1gG de
1:2 1:2
(Novus coelho 000 coelho (GE) 0000
Biological)
Anti-
colageno Il 1gG de ) Anti-1gG de ]
(Novus coelho 1:2000 coelho (GE) 1:20000
Biological)
_ Antl-_ IgM de Anti-IgM de
fibronectina 1:2000 camundongo 1:2000
. camundongo .
(Sigma) (Invitrogen)
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4.10 MODELO DE FOTOENVELHECIMENTO DE B
FIBROBLASTOS DERMICOS HUMANOS COM RADIACAO
ULTRAVIOLETAB

A fim de estabelecer um modelo de fotoenvelhecimento de
fibroblastos dérmicos humanos, utilizou-se a fotestimulacdo por
radiacdo UVB. Para isso, foi utilizado um aparato totalmente fechado,
para eliminar a incisdo de outras radiacdes, a qual foi acoplado uma
lampada ultravioleta (Vilber Lourmat). A lampada foi posicionada a
uma altura de 22 cm, na qual a intensidade da radiacdo UVB (312 nm)
foi de 34 pW/cm2. Para definicdo das doses, os fibroblastos dérmicos
foram expostos a essa intensidade em periodos de tempo diferentes,
conforme tabela 3. Para realizagdo dos procedimentos de
fotoestimolacdo, fibroblastos dérmicos de trés doadores foram
plaqueados em placas de 96 pocos (5x103 células/po¢o). Ap6s adesdo
(24 horas), 0 meio de cultivo foi retirado e as células mantidas em 100
pl de PBS durante a exposicdo as diferentes doses de radiacdo UVB.
Como controle, fibroblastos foram mantidos em PBS, sem exposicao a
radiacdo UVB, em temperatura ambiente por 20 minutos. Decorrido o
tempo de exposi¢do, as células foram incubadas com DMEM
suplementado com 10% SBF.

Foi realizada curva de viabilidade celular em 24, 48 e 72 horas
apo6s a exposicdo a radiacdo UVB, pelo ensaio de MTS conforme
descrito no item 4.4. A partir destes resultados, foi selecionada a dose
subletal de UVB, com diminuicdo na viabilidade sem causar morte
celular evidente, para prosseguir nas analises de senescéncia celular e
assim, evidenciar o fotoenvelhecimento dos fibroblastos dérmicos.

Tabela 3 Tempo de exposicdo dos fibroblastos dérmicos a radiacéo
UVB na intensidade de 34pW/cm2 e suas respectivas doses.

Dose Tempo

2,5 mJ/cm? 1 min. 15 seg.
5 mJ/cm? 2 min. 27 seg.
10 mJ/cm? 4 min. 54 seg.
20 mJ/cm? 9 min. 48 seg.
40 md/cm? 14 min. 42 seg.
50 mJ/cm? 24 min. 36 seg.
100 mJ/cm? 49 min. 12 seg.
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4.11 ANALISE DE INDICADORES DE
FOTOENVELHECIMENTO

O fotoenvelhecimento induz os fibroblastos a entrarem no
processo de senescéncia celular, que tém como caracteristica a
diminuicdo do potencial replicativo, aumento de células positivas para
B-galactosidase e regulacdo de genes associados a senescéncia
(CAVINATO; JANSEN-DURR, 2017). Para confirmar se a dose de
radiacdo UVB escolhida resultou no fotoenvelhecimento dos
fibroblastos dérmicos, foi realizada a coloragdo de B-galactosidase com
kit comercial Senescence cells histochemical staining kit (Sigma)
seguindo informacgdes do fabricante, além da avaliagdo da expressdo de
p21, proteina relacionada a senescéncia celular, pela técnica de Western
blot.

A coloragdo de P-galactosidase foi realizada em fibroblastos
cultivados em placas de 96 pocos, 72 horas apés a exposicdo a radiacao
UVB nas doses de 2,5, 5 e 10mJ/cm?, conforme descrito acima. Para a
coloracdo, as células foram fixadas com solucdo de fixacdo (2%
formaldeido/0,2% glutaraldeido) por 10 minutos e incubadas overnight
com a solu¢do de coloragdo B-galactosidase a 37°C. A populacdo de
células B-galactosidase positivas foi determinada pela contagem de
células coradas de azul ciano em relacdo ao numero total de células,
observadas em microscépio de contraste de fase (Olympus 1X71). Trés
experimentos independentes foram realizados em triplicada sendo
contados cinco campos de cada poco.

Para avaliagdo da expressdo de p21, os fibroblastos foram
cultivados em placas de 35mm até atingirem 80-90% de confluéncia,
guando foram expostos a radiacdo UVB na dose de 5 md/cm2 e
mantidos em cultivo por mais 48 horas. Em seguida, foi realizada a
extracdo das proteinas seguida de imunodeteccdo por Western blot,
conforme descrito no item 4.9. Para imunodetec¢do foram utilizados os
anticorpos primarios anti-p21 (IgG de camundongo, 1:500, BD) seguido
do anticorpo secundario anti-lgG de camundongo (1:20000, GE)
conjugado a peroxidase.

4.12 SEPARACAO DE VESICULAS EXTRACELULARES A
PARTIR DO MC-CPDH

Para avaliar o possivel envolvimento de VE, presentes no MC-
CPDh (VE-CPDh), sob os efeitos bioldgicos observados em fibroblastos
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dérmicos, foram obtidas e avaliadas duas fragcbes do procedimento de
ultracentrifugacdo descrito abaixo: uma contendo as VE-CPDh e outra o
sobrenadante da ultracentrifugacdo contendo os fatores sollveis do MC-
CPDh mas depletado de VE. Para isso, as VE-CPDh foram isoladas por
ultracentrifugacdo, conforme descrito por Théry e colaboradores (2006)
com modificagbes. Para isso, as CPDh foram cultivadas da mesma
forma que para a coleta do MC-CPDh, descrito no item 4.2. Apdés as 48
horas de incubacdo com DMEM sem SBF, o MC-CPDh foi coletado e
submetido a centrifugacBes sequenciais para eliminacdo gradativa de
debris celulares (300 xg por 10 min, 2.000 xg por 10 min, 10.000 xg por
30 min — a 4°C), resgatando o sebrenadante ao final de cada
centrifugacdo. O isolamento das VE-CPDh foi realizado através de
ultracentrifugacdo a 100.000 xg por 2 horas a 4°C, em rotor SW41Ti
(Beckman-Coulter). O sobrenadante contendo os fatores sollveis e
desprovido de VE foi recolhido para utilizacdo posterior e o precipitado
de VE-CPDh foi lavado com PBS e ultracentrifugado novamente nas
mesmas condi¢cBes. Ao final, o sobrenadante foi cuidadosamente
descartado e as VE-CPDh ressuspensas em 100ul de DMEM para
posterior utilizag&o.

4.12.1 Ensaio de incorporacdo de VE-CPDh por fibroblastos
dérmicos humanos

A fim de confirmar o isolamento de VE-CPDh e avaliar se as
mesmas sdo incorporadas por fibroblastos, as VE-CPDh foram coradas e
monitoradas conforme descrito por El-Andaloussi e colaboradores
(2012). Seguindo este protocolo, o corante de membrana celular
CellMask (1,25ug/ml - Life Technologies) foi adicionado ao meio
condicionado antes da primeira ultracentrifugacdo nas condi¢des citadas
acima. Apo0s ultracentrifugacdo, o precipitado de VE-CPDh foi
ressuspenso em PBS, transferido para um tubo limpo para segunda
ultracentrifugacdo. Neste passo é importante que o sobrenadante seja
completamente descartado com o auxilio de uma pipeta, e a fracéo
contendo as VE-CPDh seja transferida para um tubo limpo, evitando
residuo de corante. Ao final da segunda ultracentrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e as VE-CPDh coradas ressuspensas em
100ul de DMEM. Em seguida, monocamadas de fibroblastos dérmicos
foram incubadas com as VE-CPDh coradas e mantidos por 24 horas,
seguido de fixagcdo com formaldeido 4% e coloragdo dos nucleos com
DAPI. A incorporacdo das VE-CPDh por estas células foi observada em
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microscopio de fluorescéncia (Olympus 1X83). Fibroblastos néo
tratados foram mantidos como controle da autofluorescéncia das células.

4.12.2 Avaliacdo do efeito das VE-CPDh sobre a proliferagédo de
fibroblastos dérmicos humanos

O ensaio de proliferagdo celular pela incorporacdo do BrdU foi
utilizado para a avaliacdo dos efeitos bioldgicos das VE-CPDh sobre
fibroblastos dérmicos humanos. Para isso, VE-CPDh e o sobrenadante
da ultracentrifugacdo contendo os fatores solliveis de CPDh mas
desprovido de VE foram separados conforme descrito no item 4.12 e
utilizados no tratamento de fibroblastos e ensaio de proliferacdo celular
(item 4.5). Assim como no ensaio utilizando o MC-CPDh, as
concentracbes de VE-CPDh e o volume do sobrenadante foram
ajustadas pelo nimero células produtoras (5x10° células) e diluido em
DMEM sem SBF. Como controle, os fibroblastos foram mantidos pelo
mesmo periodo em DMEM sem SBF.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis continuas foram expressas como médias + desvio
padrdo e comparadas entre os grupos usando teste t ou, em experimentos
especificos, Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo
teste de Bonferroni. A significancia estatistica foi definida como um
valor de P <0,05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando
o software GraphPad Prism 5.
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5. RESULTADOS

Parte | — Efeito do MC-CPDm no crescimento de vibrissas de
camundongo e ativacéo de fibroblastos murinos

5.1 ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CPDm

Com o intuito de estudar os efeitos paracrinos das CPD,
primeiramente foi padronizado o isolamento e expanséo destas células a
partir da papila dérmica de camundongos. As papilas dérmicas foram
isoladas das vibrissas de camundongos por dissec¢do mecénica e
cultivadas em meio de cultivo base (DMEM com SBF) ou com
suplementacdo de FGF2, como descrito no item 4.1.1 dos Materiais e
Métodos. Apds 5 dias de cultivo, em ambas as condi¢des foi possivel
observar a migracdo de células com a morfologia fibroblastéide
caracteristica, a partir dos explantes das papilas dérmicas. Na condicédo
com suplementacdo de FGF2, as células formavam colbnias
visivelmente maiores, (Figura 6) e quando repicadas para expansao,
apresentaram 3.5 vezes mais células do que com meio base (Figura 7).

Desse modo, 0 meio DMEM suplementado com 20% SBF e 10
ng/ml de FGF2 passou a ser utilizado para isolamento das CPD nos
primeiros 5 dias de cultivo primario (a partir do explante de papila
dérmica), seguido pela substituicdo por DMEM suplementado com 10%
SBF e 10 ng/ml de FGF2 para expansao celular e passagens.

Figura 6 Cultivo primario das CPDm. Fotos representativas da migracéo
de CPDm para a placa ap6s 5 dias de cultivo. (A) DMEM+20% SBF (B)
DMEM+20% SBF+10 ng/ml FGF2. Escala: 200 um
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Figura 7 Expansédo das CPDm em meio base ou com suplementacao de
FGF2. (A) Gréfico da quantificacdo de células por campo nas condicdes
meio base e com suplementacdo de FGF2. Imagens representativas do
namero de células por campo em (B) meio base e (C) com suplementacdo
de FGF2. Nucleos corados com DAPI. Os valores representam a média +
desvio padrdo de 15 campos contatos em cada condi¢do. ***p< 0,0001 por
teste t. Escala: 50 pm
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5.2 ANALISE DO MC-CPDm SOBRE O FOLICULO PILOSO

A sequir foi investigado o efeito paracrino do MC-CPDm sobre
as células epidermais do foliculo piloso e na modulagdo do crescimento
do pelo em modelo murino, utilizando cultura de explante da regido do
bulge e o cultivo organotipico da vibrissa integra, respectivamente.

5.2.1  Cultivo das células epidermais do foliculo piloso

Para analisar o possivel efeito do MC-CPDm sobre as células
epidermais do foliculo piloso buscou-se padronizar o cultivo de explante
da regido do bulge, considerada um nicho de células-tronco. Desta
forma, os foliculos pilosos foram dissecados, as regides do bulge
isoladas e cultivadas sobre Matrigel® ou sobre colageno I. Em ambos
substratos foram testados quatro diferentes meios de cultivo descritos
acima no item 4.3.1.

Sobre o Matrigel®, as regides do bulge ndo apresentaram
migracéo de células em nenhum dos meios testados. Ja sobre o coldgeno
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I, 0 cultivo em meio DMEM/F12 acrescido de 10% de SBF resultou em
maior ndmero de bulges com migracdo celular (80% dos bulges).
Enquanto que 50% dos bulges apresentaram migracdo de células no
meio complexo e 40% no meio DMEM/F12 com suplementos. Por outro
lado, as regides do bulge cultivadas em meio K-SFM nédo apresentaram
migracdo de células (Figura 8). Nas condigbes que apresentaram
migracdo celular, foram observadas popula¢fes distintas, tanto em
morfologia como em quantidade de células migradas, e ainda, a auséncia
de expressdo de marcadores de células-tronco epidermais (citoqueratina
14, citoqueratina 15 e CD34 — dados ndo apresentados). O diferente
padrdo migratorio entre as regides do bulge, inclusive entre aqueles
cultivados com o mesmo meio de cultivo, pode ser visualizado na figura
8A.

Devido a falta de homogeneidade na migracdo celular dos
explantes mantidos nas mesmas condicOes de cultivo somado a auséncia
do fend6tipo epidermal nas células que migraram, considerou-se que este
método ndo é adequado para as analises.
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Figura 8 Cultivo da regido do bulge sobre colageno I (A) Imagens das
regides do bulge cultivados sobre colageno com diferentes meios de cultivo,
revelando o diferente padrdo migratério entre as regides do bulge. (B)
Gréfico da proporcdo de bulges que apresentaram células migrando para a
placa de cultivo.
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5.2.2  Cultivo organotipico do foliculo piloso

O cultivo organotipico possibilita a manutengdo de foliculos
pilosos viaveis ex vivo e se mostra como uma abordagem in vitro
préxima do processo de crescimento do pelo in vivo (LANGAN et al.,
2015). Como as CPD influenciam o crescimento do pelo (YANG;
COTSARELIS, 2011) este foi considerado um bom modelo para
avaliacdo da atividade indutora e controle positivo do efeito paréacrino
do MC-CPDm.
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Para a padronizacdo do método no LACERT, os foliculos pilosos
integros de vibrissa de camundongos foram cultivados em suspensdo em
meio base William E com suplementos durante 5 dias. A figura 9
apresenta os resultados, sendo possivel observar o evidente crescimento
do pelo nesse periodo. Vale ressaltar que a padronizacdo e insercao
deste método no LACERT, além de trazer resultado para o presente
trabalho, poderéa ser utilizado em diversos outros estudos da biologia e
mecanismos envolvidos no ciclo do pelo, bem como para teste de
substancias que podem estimular seu crescimento.

Figura 9 Padronizacédo do cultivo organotipico. Foliculo piloso integro da
vibrissa de camundongo cultivado por 5 dias em suspensdo em meio
especifico demostrando evidente crescimento do pelo.

Dia0 Dia3 Dia5

Na sequéncia, foi avaliado o efeito do MC-CPDm sobre o
crescimento do pelo. Como condicdo controle, foi aplicado o meio base
William E contendo 10% de DMEM (meio utilizado para a producéo do
MC-CPDm) e para teste 10% de MC-CPDm diluido em meio base. Os
resultados demonstram que o tratamento com MC-CPDm aumentou
significativamente o crescimento do pelo apés 3 e 5 dias (2,6 vezes, em
ambos os dias), como representados na Figura 10. Desta forma, €
possivel sugerir que 0 MC-CPDm é rico em fatores de crescimento e
biomoléculas, apresentando efeito paracrino na regula¢do do ciclo do
crescimento do pelo.

A partir destes resultados, foi avaliada a influéncia do MC-CPDm
sobre fibroblastos, os quais desempenham papel central na biologia da
pele e na manutencdo da matriz extracelular dérmica além de
participarem do processo de reparo cutaneo.
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Figura 10 Efeito do MC-CPDm sobre o crescimento do pelo. (A)
Imagens representativas dos foliculos pilosos integros cultivados na
auséncia e presenca de MC-CPDm nos dias 0, 3 e 5. (B) Gréfico
demonstrando o aumento significativo do crescimento do pelo quando
cultivado com MC-CPDm, em relacéo ao controle. Os valores representam
a média + desvio padrdo de pelo menos 12 foliculos pilosos de vibrissas de
camundongos medidos em cada condicdo *p<0,05 **p<0,01 por ANOVA
de duas vias seguida de teste de Bonferroni.
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53 MC-CPDm INDUZ A PROLIFERAGAO DE FIBROBLASTOS

Tendo em vista que a proliferagdo de fibroblastos é um aspecto
importante no inicio do processo de reparo cutdneo (GURTNER et al.,
2008), o MC-CPDm foi avaliado sobre este mecanismo celular.
Fibroblastos murinos (3T3) foram cultivados durante 36 horas em 10%
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ou 20% de MC-CPDm diluido em DMEM sem SBF, sendo a
proliferacdo avaliada nas Gltimas 24 horas com a incubacédo de BrdU. A
taxa proliferativa foi representada pela porcentagem de células BrdU
positivas em relacdo ao total de células marcadas com DAPI, sendo
observado uma taxa de 13,48% no controle (DMEM sem SBF). Ja na
condicdo com 10% de MC-CPDm a taxa proliferativa foi de 26,7% e
33,22% na condigdo com 20% MC-CPDm. Estes valores representaram,
respectivamente, aumentos de 2 e 2,5 vezes em comparagao ao controle,
conforme mostra o grafico apresentado na Figura 11C. Ndo foram
observadas mudangas morfoldgicas evidentes nos fibroblastos
cultivados na presenca ou auséncia MC-CPDm (Figura 11A). Estes
dados indicam que o0 MC-CPDm induziu a proliferacéo de fibroblastos
sem alterar sua morfologia.

Figura 11 Efeito do MC-CPDm na proliferacdo de fibroblastos 3T3. (A)
Imagens representativas da morfologia das células apds 36 horas. (B)
Imagens representativas das células BrdU positivas (verde) em relacdo ao
total de células marcadas com DAPI (azul). (C) Gréfico da porcentagem de
células BrdU positivas cultivadas na auséncia (controle) ou contendo 10% e
20% de MC-CPDm. Os valores representam a média + desvio padrédo de 3
experimentos independentes (15 campos/replicata). **p<0,05 ***p<0,01
por teste t, em relacdo ao controle. Escala: 100 pum.
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5.4 MC-CPDmESTIMULA A MIGRAQAO DE FIBROBLASTOS
E FECHAMENTO DE LESAO IN VITRO

Durante o processo de reparo cutaneo, além da proliferacdo de
fibroblastos, a migracdo destes para o local da lesdo é fundamental para
0 reestabelecimento da homeostase do tecido (GURTNER et al., 2008).
Para avaliar o potencial do MC-CPDm em induzir a migracdo de
fibroblastos, foi realizado o ensaio de wound healing in vitro. Este
ensaio mimetiza, o processo de fechamento de uma lesdo ocasionada
pela raspagem da monocamada de fibroblastos em uma regido da placa
de cultivo e acompanhamento da migragdo das células adjacentes para
esta regido. O percentual de fechamento da area da monocamada
lesionada foi analisado 24 e 48 horas ap6s a raspagem e adi¢do de 10 ou
20% de MC-CPDm. A Figura 12 mostra o perfil de migracdo de
fibroblastos tratados MC-CPDm. Apds 24 horas, a proporcdo de
fechamento da lesdo foi de aproximadamente 40% no controle (DMEM
sem suplemento), 50% com 10% de MC-CPDm e 67% com 20% de
MC-CPDm, sendo a diferenca significativa em relacdo ao controle
apenas nesta Ultima condicdo. Contudo apds 48 horas, a proporcdo de
fechamento da les&o foi de 64% no controle, 92% na condigdo com 10%
de MC-CPDm e 100% na condi¢do com 20% de MC-CPDm, sendo a
diferenca significativa em ambos tratamentos em comparagcdo ao
controle. Com estes resultados, fica evidente o efeito do MC-CPDm
sobre a migragdo de fibroblastos e potencial de fechamento de les&o.
Além disso, em 24 horas de cultivo foi possivel observar diferenga
estatistica entre as condi¢des com 10% e 20% de MC-CPDm, indicando
efeito dose dependente.
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Figura 12 Efeito do MC-CPDm na migracdo de fibroblastos 3T3 e
fechamento de lesdo in vitro. (A) Imagens representativas imediatamente e
48 horas apo6s a lesdo. O limite da migragdo das células é representado pela
linha branca (B) Gréfico representando a porcentagem de fechamento de
lesBes in vitro cultivadas na condi¢éo controle ou em 10% e 20% de MC-
CPDm diluido em DMEM sem SBF. Os valores representam a média +
desvio padrdo de 3 experimentos independentes em triplicata (2
medidas/replicata). **p<0,01 em relacdo ao controle, #p<0,05 10% MC-
CPDm versus 20% MC-CPDm, por ANOVA de duas vias seguido de teste
de Bonferroni. Escala: 200 pum.
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5.5 EFEITO DO MC-CPDm NA CONVERSAO FIBROBLASTO-
MIOFIBROBLASTO E CONTRACAO DO COLAGENO

Outra forte contribuicdo dos fibroblastos dérmicos, em um
contexto de reparo cutdneo, é a sua conversdao para miofibroblastos
(JACKSON; NESTI; TUAN, 2012). Assim, a conversdo fibroblasto-
miofibroblasto foi avaliada pelo o ensaio de contracdo de colageno e
pela analise da expressdo de a-SMA.

Para avaliar o efeito de forma funcional, foi realizado o ensaio de
contragdo do colageno. Neste ensaio, fibroblastos 3T3 foram cultivados
tridimensionalmente em géis de colageno tipo | e seu potencial de
contracdo foi medido através da diminuicdo da area dos géis. Os
resultados demostraram diminuicdo significativa da area dos géis de
colageno mantidos em 10% de MC-CPDm, representado pela maior
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propor¢do de contragdo (35,37%) quando comparado ao controle
(24,26%), conforme demonstrado na Figura 13.

Figura 13 Efeito do MC-CPDm sobre a contracdo de colageno por
fibroblastos. (A) Imagens representativas dos géis de colageno apds 24
horas. (B) Gréafico da porcentagem da diminuicdo da &rea dos geis de
colageno apds 24 horas de cultivo na auséncia (controle) ou contendo 10%
MC-CPDm. **p<0,01 por teste t.

A B
o 40+ * %
. = ——
<] [=)]
£ S 30
© x) —'—
[}
el
o 201
g
5 g
5 € 104
¥ <}
= [*]
X o
3 = 0 . T
Controle 10% MC-CPDm

A seguir, a expressdo de a-SMA, marcador de miofibroblastos,
foi avaliada por imunofluorescéncia e Western blot apds 48 horas de
tratamento com MC-CPDm. A proporgdo de células positivas para o-
SMA foi equivalente nas condi¢des tratadas com 10% (3,28%) ou 20%
(2,88%) de MC-CPDm e no controle (4,23%) (Figura 14 A e B).
Todavia, a quantificagdo por Western blot demonstrou reducdo de 2,1
vezes na expressdo proteica de a-SMA na condicdo tratada com MC-
CPDm em relagdo ao controle (Figura 14 C), sugerindo redugdo na
conversdo fibroblasto-miofibroblasto. Neste sentido, o aumento na
contracdo do gel de coldgeno pode ser explicado pelo aumento no
nimero de fibroblastos, que proliferam nesta condi¢do (como
demonstrado na Figura 11) e também apresentam potencial contratil (LI
etal., 2015).

Para confirmar essa hipdtese, o nimero total de células foi
guantificado revelando que os cultivos tratados com MC-CPDm por 48
horas alcangaram o dobro de células em relacdo ao controle (Figura
14D), sugerindo que o aumento da contracdo de colageno promovido
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pelo MC-CPDm se deve de fato ao maior nimero de células totais e néo
de miofibroblastos especificamente.

Figura 14 Efeito do MC-CPDm sobre a diferenciacdo de fibroblastos
em miofibroblastos. (A) Imagens representativas das células o-SMA
(vermelho) em relacéo ao total de células marcadas com DAPI (azul). (B)
Grafico da porcentagem de células positivas para o-SMA apds 48 horas de
cultivo na auséncia (controle) ou contendo 10% e 20% de MC-CPDm. (C)
Grafico da expressdo relativa de a-SMA por Western blot. As bandas foram
quantificadas por densitometria e o grafico representa a relacdo entre a-
SMA e a-tubulina (controle interno de expressdo). O controle foi
considerado 100% e os valores obtidos na condicéo tratada com 10% de
MC-CPDm foram calculados em relagéo ao controle. (D) Quantificacdo do
namero total de células ap6s 48 horas de cultivo na auséncia (controle) ou
contendo 10% e 20% de MC-CPDm. Os valores representam a média +
desvio padrdo de 3 experimentos independentes, **p<0,01, por teste t.
Escala: 50 pm.
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por meio da ativagdo do remodelamento dérmico, 0s proximos
experimentos foram realizados em células humanas.

5.6 ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CPDh

O isolamento de papilas dérmicas de foliculos pilosos humanos é
bastante semelhante ao procedimento com vibrissas de camundongos,
com excecdo a presenga da capsula colagena presente apenas neste
ltimo. Além disso, a papila dérmica humana é menor do que a de
camundongo e, por este motivo, foi necessario fixa-la a placa de cultivo
com o auxilio de uma agulha fina. Com base nos experimentos de
padronizagdo do cultivo de CPDm, as CPDh foram cultivadas em meio
contendo FGF2. As células que migraram para a placa de cultivo
apresentaram a morfologia fibroblastdide caracteristica, porém o inicio e
a velocidade da migracdo se mostraram varidveis entre os diferentes
explantes. A figura 15A mostra as CPDh ap6s 17 dias de cultivo
primario. CPDh de trés doadores foram isoladas e expandidas até
terceira passagem mantendo a morfologia fibroblastéide caracteristica,
como pode ser observado na figura 15B. Na terceira passagem, foi
realizado o ensaio de formacéo de esferas em gota pendente, no qual foi
possivel observar que as células mantiveram a propriedade agregativa e
formaram esferas Unicas em cada gota (Figura 15C). A propriedade
agregativa é caracteristica das CPD e a sua manuten¢do ao longo da
expansdo celular € importante para manter a capacidade indutiva
parécrina sobre o foliculo piloso (HIGGINS et al., 2013; ZHANG et al.,
2016). As esferas foram entdo dissociadas, homogeneizadas em meio de
cultivo e plaqueadas em condi¢des aderentes para coleta do MC-CPDh.

Figura 15 Cultivo das CPDh. Imagens representativas da (A) migragdo de
CPDh apés 17 dias em cultivo primario, (B) morfologia das CPDh humanas
em terceira passagem e (C) formacdo de esfera pelas CPDh em terceira
passagem apds 48 horas de cultivo em gota pendente. Escala 200um.
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5.7 O MC-CPDh ESTIMULA A PROLIFERAGAO DE
FIBROBLASTOS DERMICOS HUMANOS

O MC-CPDh foi entdo avaliado quanto ao efeito sobre a
viabilidade e proliferacdo de fibroblastos dérmicos humanos, através dos
ensaios de MTS e de incorporacdo do BrdU, respectivamente. As
células foram tratadas com MC-CPDh (conforme descrito no item 4.2) e
0 ensaio de MTS realizado apés 24 e 48 horas. Para condigdo controle,
células foram mantidas em DMEM sem suplementacdo. Este ensaio se
baseia na mensuragdo da atividade mitocondrial, que pode ser
diretamente relacionada com a atividade celular. Os resultados
representados na Figura 16A demonstram que as células cultivadas com
MC-CPDh apresentaram atividade celular aumentada ao longo do
tempo, quando comparado ao controle. Em 24 horas este aumento foi
em torno de 20%, ja em 48 horas foi cerca de 40%, sugerindo que o
MC-CPDh estimula a proliferacdo de fibroblastos dérmicos humanos.
Para confirmar, foi realizado o ensaio de incorporagdo do BrdU, para tal
os fibroblastos foram cultivados em DMEM sem suplementacdo
(controle) ou na presenca de MC-CPDh durante 36 horas, sendo a
proliferacdo avaliada nas Ultimas 24 horas com a incubacdo de BrdU. A
taxa proliferativa, representada pela porcentagem de células BrdU
positivas, foi de 13,5% na condicdo controle enquanto na condicdo
tratada com MC-CPDh foi de 41,6%, correspondendo a aumento de 3
vezes em relacdo ao controle (Figura 16B). Desta forma, é possivel
afirmar que o MC-CPDh estimula a proliferagdo de fibroblastos
dérmicos humanos.
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Figura 16 Efeito do MC-CPDh na proliferacéo de fibroblastos dérmicos
humanos (A) Representacdo grafica da viabilidade celular realizada pelo
ensaio de MTS 24 e 48 horas apds tratamento com MC-CPDh. (B) Gréafico
da porcentagem de células BrdU positivas cultivadas na auséncia ou
contendo MC-CPDh. Os valores representam a média + desvio padrdo de 3
experimentos independentes em triplicata. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
por teste t, em relacdo ao controle (C) Imagens representativas das células
BrdU positivas (verde) em relacéo ao total de células marcadas com DAPI
(azul).
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58 O MC-CPDh PROMOVE O FECHAMENTO DA LESAO IN
VITRO POR FIBROBLASTOS DERMICOS HUMANOS

A seguir, para avaliar se 0 MC-CPDh promove a migracdo de
fibroblastos dérmicos e o consequente fechamento da leséo in vitro, foi
utilizado o ensaio de wound healing. Ap6s a lesdo na monocamada de
fibroblastos dérmicos humanos, o MC-CPDh foi adicionado e o
fechamento da é&rea lesionada analisado ap6s 24 e 48 horas. Os
resultados demonstraram que o MC-CPDh estimulou o fechamento da
lesdo in vitro, tanto em 24 quanto em 48 horas, conforme representado
na Figura 17. Apds 24 horas de tratamento com MC-CPDh a proporcéo
de fechamento foi em torno de 67%, enquanto na condicdo controle foi
de 47%. Ja apds 48 horas as condicbes tratadas com MC-CPDh
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encontravam-se com cerca de 90% de sua area fechada, sendo possivel
observar pontos completamente fechados, enquanto na condicdo
controle a proporcdo de fechamento foi de 64%. Estes dados
representam um aumento de cerca de 1,4 vezes no fechamento da leséo,
em ambos os tempos analisados. Desta forma, fica evidenciado que,
assim como o MC-CPDm, o MC-CPDh estimula a migragdo de
fibroblastos mostrando-se promissor para o reparo cutaneo.

Figura 17 Efeito do MC-CPDh na migracao de fibroblastos dérmicos
humanos e fechamento da lesdo in vitro. (A) Imagens representativas
imediatamente e 48 horas apés a lesdo. O limite da migracdo das células é
representado pela linha branca. (B) Gréafico representando a porcentagem de
fechamento de les6es in vitro cultivadas na auséncia (controle) ou com MC-
CPDh. Os valores representam a média + desvio padrdo de 3 experimentos
independentes em triplicata (2 medidas/replicata). *p<0,05 em relacdo ao
controle, por ANOVA de duas vias seguido de teste de Bonferroni. Escala:
200 um.
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59 O MC-CPDh AFETA A PRODUCAO DE MEC POR
FIBROBLASTOS DERMICOS HUMANOS

O remodelamento da MEC é uma etapa importante do final do
processo de reparo, sendo o aspecto e a funcionalidade do tecido
diretamente relacionados a esta etapa. Os fibroblastos sdo as principais
células envolvidas no remodelamento da MEC dérmica através da
producdo de proteinas como fibronectina, coladgeno | e Ill. Em vista
disso, o MC-CPDh foi avaliado frente ao estimulo sobre fibroblastos na
producdo de proteinas da MEC dérmica. Para isso, fibroblastos dérmicos



72

foram tratados com MC-CPDh durante 48 horas e a producdo de
fibronectina, colageno | e Il avaliada por Western blot. Os resultados
obtidos demonstraram que o MC-CPDh promoveu um aumento de 2,3
vezes na producdo de fibronectina em relagéo ao controle, porém, sobre
a producédo de coldgeno tipo | ndo foi observada diferenga (Figura 18).
A andlise de colageno tipo Il também foi realizada, porém, por
dificuldades técnicas, ndo foi possivel quantificar.

Figura 18 Efeito do MC-CPDh sobre a producdo de MEC por
fibroblastos dérmicos humanos. Grafico da expressao relativa de
fibronectina e colageno tipo I. As bandas foram quantificadas por
densitometria e o gréafico representa a relacdo entre fibronectina ou colageno
tipo I e a-tubulina. O controle foi considerado 100% enquanto os valores
obtidos na condicéo tratada com MC-CPDh foram calculados em rela¢&o ao
controle. Os valores representam a média + desvio padrdo de 3
experimentos independentes. ***p<0,001 por teste t, em relacdo ao controle
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5.10 VE-CPDh SAO INCORPORADAS POR FIBROBLASTOS
DERMICOS HUMANOS

Os efeitos paracrinos em processos biolégicos in vivo e in vitro
sdo mediados por fatores sollveis ou por vesiculas extracelulares, que
incluem exosomos e microvesiculas, secretados pelas células
(PHINNEY; PITTENGER, 2017; RAPOSO; STOORVOGEL, 2013).
Para analisar a incorporacdo de VE-CPDh por fibroblastos, estas foram
isoladas por ultracentrifugacdo, coradas com corante fluorescente e, em
seguida, incubadas com fibroblastos dérmicos humanos por 24 horas.
Na Figura 19 é possivel observar fibroblastos dérmicos humanos com a
membrana plasmatica corada e alguns pontos fluorescentes na regido
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perinuclear, indicando que as VE-CPDh foram internalizadas pelas
células.

Figura 19 Incorporacdo de VE-CPDh por fibroblastos dérmicos
humanos. Imagens representativas da analise por microscopia de
fluorescéncia de fibroblastos tratados com VE-CPDh coradas com corante
de membrana plasmatica CellMask, mostrando em (A) células com a
membrana plasmatica corada indicando a internalizacdo das VE-CPDh, (B)
os nucleos corados com DAPI e (C) a sobreposicdo dos fibroblastos
marcados e 0s nucleos. Setas brancas indicam pontos perinucleares de
acumulo de VE-CPDh coradas. Escala: 50um.

C

5.11 APROLIFERAGCAO DE FIBROBLASTOS E ESTIMULADA
TANTO PELAS VE-CPDh QUANTO POR FATORES
SOLUVEIS

As vesiculas extracelulares podem conter diversas biomoléculas
ativas, que incluem citocinas e fatores de crescimento, lipideos, mMRNAs
e miRNA regulatdrios, e estdo envolvidas na comunicacdo celular a
curta e longa distancia, bem como, respostas celulares a injdrias
(PHINNEY; PITTENGER, 2017). A fim de verificar se as VE-CPDh
estariam mediando os efeitos promovidos pelo MC-CPDh foi realizado
ensaio de proliferacéo celular por incorporacdo de BrdU em fibroblastos
dermais humanos. Estes foram tratados com as VE-CPDh ou com o
sobrenadante da ultracentrifugacdo contendo apenas fatores sollveis e,
como controle, fibroblastos foram mantidos em DMEM sem SBF. A
taxa proliferativa, representada pela porcentagem de células BrdU
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positivas, foi de 5,75% na condigéo controle. J& na condicdo tratada com
VE-CPDh foi de 10,9% e na condicéo tratada com o sobrenadante foi de
9,95%. Estes valores representam aumento, em ambas as condigdes, de
aproximadamente 1,8 vezes em comparacdo ao controle, conforme
mostra o grafico da Figura 20A.

Em conjunto, os resultados confirmam que as VE-CPDh foram
internalizadas pelos fibroblastos dérmicos humanos e exercem efeitos
sobre o metabolismo destas células. Além disso, demonstram que
ambos, VE-CPDh e fatores solUveis presentes MC-CPDh, atuam na
proliferacdo de fibroblastos dérmicos humanos, evidenciado quando
comparado com a taxa proliferativa dos fibroblastos cultivados com
MC-CPDh ap6s normalizacdo dos resultados para percentual do
respectivo controle (Figura 20B).

Figura 20 Proliferagéo de fibroblastos dérmicos humanos induzida por
VE-CPDh e sobrenadante da ultracentrifugacdo do MC-CPDh. (A)
Gréfico da porcentagem de células BrdU positivas cultivadas com VE-
CPDh ou com o sobrenadante da ultracentrifugagdo do MC-CPDh. Células
cultivadas com DMEM sem suplementacdo foram consideradas controle.
Os valores representam a média + desvio padrdo de 3 experimentos
independentes em triplicata. ***p<0,01 por teste t, em relacdo ao controle.
(B) Representacdo grafica da taxa proliferativa dos fibroblastos cultivados
com VE-CPDh, com o sobrenadante da ultracentrifugacdo ou com o MC-

CPDh, representada em porcentagem sobre seu respectivo controle.
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Parte Il — Efeito protetor do MC-CPDh em fibroblastos
humanos fotoenvelhecidos

Pesquisas sobre a fisiopatologia do fotoenvelhecimento tém
encontrado correlagcbes com certos aspectos da cicatrizacdo de feridas,
especialmente relacionados a atividade de fibroblastos e producéo de
MEC (EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014; KIM et al., 2007).
Por este motivo, foi incluido aos estudos dos efeitos do MC-CPDh um
modelo de fibroblastos fotoenvelhecidos por exposi¢do a radiacdo UVB.

5.12 ESTABELECIMENTO DO MODELO DE
FOTOENVELHECIMENTO COM RADIACAO UVB

Para determinar a dose de radiacgdo UVB que induza o
fotoenvelhecimento em fibroblastos promovendo senescéncia sem
ocasionar a morte celular, diferentes doses foram aplicadas e a
viabilidade avaliada pelo ensaio de MTS ap6s 24, 48 e 72 horas de
exposi¢do. Como exposto na Figura 21, quando submetidas & dose de
2,5 mJ/cm? a viabilidade celular se manteve entre 80 e 90%, em relacdo
ao controle (considerado 100%). Ja na dose de 5 mJ/cm?, a viabilidade
foi em torno de 80% em 24 horas, diminuindo para 66% em 48 horas e
63% em 72 horas. A estabilizacdo da viabilidade entre 48 e 72 horas
pode indicar que as células tenham falhado em recuperar o perfil
proliferativo anterior & exposicéo a radiacdo UVB, indicativo de parada
no ciclo celular. Com as doses mais altas (10, 20, 40, 50 e 100 mJ/cm?),
foi observada diminuicdo da viabilidade celular ao longo do tempo,
sendo que em 72 horas a viabilidade variou de 40 a 10% indicando
efeito letal.

Em vista destes resultados, as doses de 2,5, 5 e 10 mJ/cm? foram
selecionadas para avaliacdo dos indicadores de fotoenvelhecimento nos
experimentos a seguir.
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Figura 21 Viabilidade de fibroblastos dérmicos humanos ap6s a
exposicdo a radiacdo UVB. Representacdo grafica da viabilidade celular
realizada pelo ensaio de MTS, 24, 48 e 72 horas ap6s a exposicdo a
diferentes doses de radiacdo UVB, em relacdo ao controle (100%). Os
valores representam médias + desvio padrdo de amostras de 3 experimentos
independentes em triplicata.
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5.13 FIBROBLASTOS EXPOSTOS A RADIAGAO UVB
APRESENTAM INDICADORES DE
FOTOENVELHECIMENTO

Para avaliar se as doses de 2,5, 5 e 10 mJ/cm? induziram os
fibroblastos a entrarem em processo de senescéncia, indicativo de
fotoenvelhecimento, estes foram submetidos & coloracdo de JB-
galactosidase. Os resultados demonstraram maior proporcéo de células
coradas em azul ciano (positivas para p-galactosidase) 72 horas apds a
exposicdo a radiacdo UVB nas doses de 5 e 10 mJ/cm? (27% e 24%,
respectivamente) comparado ao controle (menos de 1%) e a dose de
2,5mJ/cm? (cerca de 3%), como visualizado na Figura 22A e B.

Em concordéncia com esses resultados, os fibroblastos expostos
as doses de 5 e 10 mJ/cm? de radiacdo UVB apresentaram morfologia
achatada e espalhada, caracteristica de células senescentes
(GILCHREST et al., 2013), em contraste & morfologia fusiforme dos
fibroblastos controle. A dose de 2,5mJ/cm? de radiacdo UVB, além de
promover apenas leve aumento na proporgao de células positivas para 3-
galactosidase, ndo induziu alteragcbes morfoldgicas, demonstrando nédo
ser efetiva em ocasionar senescéncia celular. Desta forma, a dose de
5mJ/cm? foi selecionada para dar continuidade as analises.
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A seguir, foi investigada a expressdo de p21, proteina envolvida
na regulacdo do ciclo celular e superexpressa em células senescentes
(MAO et al, 2015), pela técnica de Western blot. O resultado exposto na
Figura 22C, mostra aumento evidente na expressdo desta proteina 48
horas apds a exposicdo a dose de 5ml/cm? de radiacdo UVB, em
comparacao ao controle.

O aumento na propor¢do de células positivas para f-
galactosidase, associado a morfologia caracteristica e aumento na
expressdo de p21, permite inferir que a exposicdo a dose de 5 mJ/cm? de
radiacdo UVB, induziu os fibroblastos a senescéncia celular, validando
0 modelo de fotoenvelhecimento descrito no presente trabalho.

Figura 22 Indicadores de fotoenvelhecimento por fibroblastos dérmicos
humanos expostos a radiacdo UVB. (A) Imagens representativas de
fibroblastos dérmicos controle (ndo expostos a radiacdo UVB) e expostos as
doses de 2,5, 5 ou 10 mJ/cm? de radiacdo UVB, submetidos a coloracéo de
B-galactosidase 72 horas apds a exposi¢do. (B) Grafico representando a
proporgdo de células positivas para B-galactosidase. Os valores representam
médias + desvio padrdo de 3 experimentos independentes em triplicata.
*p<0,05 **p<0,01 por teste t. (C) Andlise da expressdo de p21 na condicéo
controle e expostos a dose de 5 mJ/cm? de radiagio UVB, a-tubulina foi
utilizada como referéncia.
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5.14 O MC-CPDh PROMOVE AUMENTO NO NUMERO DE
FIBROBLASTOS FOTOENVELHECIDOS

Apos o estabelecimento do modelo de fotoenvelhecimento de
fibroblastos dérmicos humanos por exposi¢do a radiacdo UVB, foi
avaliado se 0 MC-CPDh é capaz de prevenir esse efeito, avaliando a
viabilidade celular pelo o ensaio de MTS.

Para isso, as células foram tratadas com MC-CPDh
imediatamente ap6s a inducdo ao fotoenvelhecimento (conforme
padronizado acima) e o ensaio de MTS realizado ap6s 24 e 48 horas.
Como condigdo controle utilizou-se fibroblastos dérmicos humanos
submetidos & mesma exposicdo de radiacdo UVB e mantidos em
DMEM sem suplementacdo. Como observado no grafico da Figura 23A,
ndo houve diferenga estatistica entre as condigdes experimentais, tanto
24 quanto em 48 horas. Para complementar este resultado, o nimero de
células foi quantificado pela contagem de nlcleos corados com DAPI 48
horas apds a exposicdo a radiacdo UVB e tratamento com MC-CPDh
(Figura 23B). Ao contrario do ensaio anterior, 0s resultados
demonstraram aumento significativo de 1,3 vezes no numero
fibroblastos apds tratamento com MC-CPDh sugerindo que o MC-CPDh
estimula a sobrevida dos fibroblastos dérmicos fotoenvelhecidos.

Figura 23 Efeito do MC-CPDh sobre a viabilidade de fibroblastos
dérmicos fotoenvelhecidos. (A) Representacdo gréafica da viabilidade
celular de fibroblastos dérmicos fotoenvelhecidos realizada pelo ensaio de
MTS 24 e 48 horas apds tratamento com MC-CPDh, em relag&o ao controle
(DMEM sem SBF) considerado 100%. (B) Gréafico da quantificacdo do
ntmero de células por campo 48 horas ap0s a exposicdo a radiagdo UVB e
adicdo do MC-CPDh. Células cultivadas com DMEM sem SBF foram
consideradas controle. Os valores representam médias + desvio padrédo de 3
experimentos independentes em triplicata, 10 campos foram quantificados
em cada replicata. *p<0,05 por teste t.
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5.15 O MC-CPDh APRESENTA EFEITO PROTETOR SOBRE A
MORTE CELULAR EM FIBROBLASTOS DERMICOS
FOTOENVELHECIDOS

Para avaliar se o resultado anterior no aumento do numero
fibroblastos dérmicos fotoenvelhecidos por radiagdo UVB promovido
pelo MC-CPDh esta relacionado a diminuicdo na morte celular, foi
realizada imunocitoquimica para caspase-3, proteina ativada durante a
apoptose.

Os dados, representados na Figura 24, mostram aumento de 4
vezes na expressdo de caspase-3 nos fibroblastos dérmicos
fotoenvelhecidos (controle), que apresentaram 9,3% de células positivas
para caspase-3, quando comparado aos fibroblastos normais (nédo
expostos a radiacdo UVB), dos quais 2,2% das células foram positivas
para caspase-3. Apesar das andlises de viabilidade celular (Item 5.12 -
Figura 21) ndo terem demonstrado efeito letal na dose de 5ml/cm?, a
imunocitoquimica para caspase-3 indica que a exposi¢cdo a radiacdo
UVB promoveu ativacao de caspases e consequente aumento de células
apoptéticas. Interessantemente, quando os fibroblastos foram tratados
com MC-CPDh logo ap6s a inducdo ao fotoenvelhecimento, houve
diminuicdo de 2,2 vezes na proporcdo de células positivas para caspase-
3 (4,3% no grupo tratado com MC-CPDh e 9,3% no controle). Estes
resultados indicam que o MC-CPDh protege, a0 menos parcialmente,
contra a morte celular por apoptose induzida pela exposi¢éo a radia¢do
UVB.
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Figura 24 Efeito protetor do MC-CPDh sobre a morte por apoptose de
fibroblastos dérmicos fotoenvelhecidos. Gréafico representando a
porcentagem de células caspase-3 positivas em fibroblastos normais e
fotoenvelhecidos (ndo expostos e expostos a radiagdo UVB,
respectivamente), com ou sem tratamento com MC-CPDh. Os valores
representam médias + desvio padrdo de 3 experimentos independentes em
triplicata. *p<0,05, por teste t.
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5.16 O MC-CPDh AFETA A PRODUCAO DE MEC POR
FIBROBLASTOS DERMICOS FOTOENVELHECIDOS

Outro aspecto comum ao processo de reparo e ao
fotoenvelhecimento é a alteracdo na producdo de MEC pelos
fibroblastos dérmicos. A diminuicdo na sintese destas proteinas esta
intimamente envolvida no processo de fotoenvelhecimento e, por ser o
componente que garante resisténcia ao tecido (GILCHREST, 2013), se
torna um alvo terapéutico de interesse. Por este motivo, a producéo de
colageno | e fibronectina foi avaliada em fibroblastos dérmicos
fotoenvelhecidos.

Para isso, os fibroblastos dérmicos foram tratados com MC-
CPDh logo ap6s a indugdo ao fotoenvelhecimento e apds 48 horas, foi
avaliada a producdo de fibronectina e coladgeno | por Western blot.
Fibroblastos normais (ndo expostos a radiacdo UVB) foram utilizados
como controle da expressdo destas proteinas. Os resultados expostos na
Figura 25 demonstram que a exposicdo a radiacdo UVB reduz a
expressdo de ambas proteinas. Os niveis de fibronectina foram
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reduzidos 3,5 vezes em fibroblastos fotoenvelhecidos em relacdo aos
normais. Porém, o tratamento com MC-CPDh imediatamente ap6s a
indugdo ao fotoenvelhecimento dos fibroblastos dérmicos, reverte
parcialmente este efeito, aumentando em 2 vezes a producdo de
fibronectina comparado as células fotoenvelhecidas e mantidas em
DMEM sem SBF (Figura 25A).

Por outro lado, a expressao de colageno | é reduzida a niveis ndo
detectaveis por Western blot, apds a exposicdo a exposi¢do a radiacao
UVB. O tratamento com MC-CPDh néo foi capaz de prevenir este efeito
(Figura 25B).

Em conjunto, estes resultados evidenciam que o modelo de
fotoenvelhecimento utilizado no presente trabalho tem forte impacto na
producdo de proteinas de MEC, corroborando com as alteracdes
caracteristicas do fotoenvelhecimento fisioldgico da pele. Além disso,
os resultados indicam que o MC-CPDh reverte parcialmente a influéncia
negativa do fotoenvelhecimento na producdo de fibronectina pelos
fibroblastos, porém, sem efeito sobre a producéo de colageno tipo |.
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Figura 25 Efeito do MC-CPDh sobre a producdo de MEC por
fibroblastos fotoenvelhecidos. (A) Grafico da expressdo relativa de
fibronectina. As bandas foram quantificadas por densitometria e o grafico
representa a relagdo entre fibronectina e a-tubulina. Fibroblastos normais
foram considerados controle (100%) enquanto os valores obtidos nos
fibroblastos fotoenvelhecidos, na auséncia ou tratados com MC-CPDh,
foram calculados em relacéo ao controle. Os valores representam a média +
desvio padrdo de 3 experimentos independentes. *p<0,05 por teste t, em
relagdo ao controle. (B) Imagens representativas das bandas obtidas na
analise de colageno tipo I, demonstrando a diminuigdo desta proteina apos a
inducdo ao fotoenvelhecimento. N&o foi possivel detectar e quantificar as
bandas para os fibroblastos fotoenvelhecidos.
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6. DISCUSSAO

As CPD sdo consideradas a chave central do processo de
sinalizacdo que controla o complexo sistema de morfogénese e
crescimento do foliculo piloso (ROMPOLAS et al., 2012; YANG;
COTSARELIS, 2011). Contudo, a contribuicdo destas células, por meio
de moléculas secretadas, no reparo e protecdo ao fotoenvelhecimento da
pele adjacente ndo esta completamente elucidado na literatura. O
presente trabalho investigou os efeitos paracrinos das CPD, utilizando o
meio condicionado destas, sobre a ativagdo de fibroblastos —
proliferacdo, migragdo, conversdo fibroblasto-miofibroblasto e producéo
de matriz extracelular — visando o reparo cutaneo, em modelos murinos
e humanos. Tendo em vista que vesiculas extracelulares vém sendo
apontadas como importantes mediadores de efeitos paracrinos em
diversos sistemas (HU et al., 2016; PHINNEY; PITTENGER, 2017
RAJENDRAN et al.,, 2017), a participacdo destas na interagdo com
fibroblastos também foi investigada. Além de estarem envolvidos no
processo de reparo cutaneo, os fibroblastos dérmicos e sua relagdo com
a MEC sdo destacados na fisiopatologia do fotoenvelhecimento
(EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014; KIM et al., 2007). Desta
forma, foi estabelecido um modelo in vitro para o fotoenvelhecimento
de fibroblastos dérmicos por exposi¢do a radiacdo UVB e avaliadas a
protecdo ao fotoenvelhecimento e resposta ao reparo cutaneo.

6.1 FGF2 FAVORECE O ISOLAMENTO E EXPANSAO DAS
CPD DE VIBRISSA DE CAMUNDONGOS

O cultivo das CPD por explante é descrito na literatura, assim
como a dificuldade de expansao destas células. As CPD possuem baixa
taxa proliferativa in vitro e, quando cultivadas em monocamada por
longas passagens, perdem seu potencial indutivo sobre o foliculo piloso
(KISO et al., 2015; YANG; COTSARELIS, 2011). No presente estudo,
foi testada a suplementacdo com FGF2 no isolamento e cultivo das CPD
de vibrissas de camundongos, por se tratar de um potente fator
mitogénico ja relatado no cultivo destas células (OSADA et al., 2007) e
de diversas fontes de células-tronco (BIANCHI et al., 2003;
SOLCHAGA et al., 2005; TSUTSUMI et al., 2001; BITTECOURT et
al., 2013; BRESSAN et al., 2014). Os resultados demonstraram que a
suplementacdo de fato favoreceu o isolamento, visto pela obtencédo de
colénias maiores aos 5 dias de cultivo primario, e pela expansao de 3,5
vezes no numero de células quando comparado ao cultivo na auséncia



84

de FGF2. Este resultado corrobora o trabalho de Osada e colaboradores
(2007), que obteve aumento de 4 vezes no nimero de células nos
cultivos de CPD com FGF2. Neste mesmo estudo, as CPD cultivadas
com o fator atingiram passagens superiores a 30, enguanto que na
auséncia de FGF2 as CPD ndo ultrapassaram a quinta passagem. A
relevancia da utilizacdo de FGF2 no cultivo de CPD foi reiterada por
Kiso e colaboradores (2015) que sugerem que, in vivo, 0 fator aumenta a
expressdo de PDGFRa, receptor de fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF-AA). Por sua vez, o PDGF-AA, secretado por
adipocitos subcutaneos, estimula a expressdo de genes chaves na papila
dérmica, os quais contribuem para a indu¢do e manutencdo da fase
anagena dos foliculos pilosos (KISO et al., 2015).

Como amplamente descrito, 0 desenvolvimento e regeneracdo
dos foliculos pilosos dependem de uma complexa interacdo epitélio-
mesenquimal, liderada pela papila dérmica através de efeitos paracrinos
sobre populacdes epidermais residentes, principalmente, no bulge.
(DRISKELL et al., 2011; ROMPOLAS et al., 2012). Estudos in vivo
anteriores demonstraram que fatores secretados por papilas dérmicas em
passagens baixas sdo capazes de induzir a regeneracdo de foliculos
pilosos, enquanto que em passagens tardias perdem esta capacidade
(ZHANG et al., 2016). Desse modo, no presente trabalho, as CPDm
foram expandidas até a segunda passagem, na qual foi coletado o meio
condicionado de trés isolamentos independentes.

6.2 O MC-CPDm ESTIMULA O CRESCIMENTO DO PELO EM
MODELO ORGANOTIPICO

A fim de testar se 0 meio MC-CPDm obtido no presente trabalho
possui habilidade indutora sobre o crescimento do pelo, conferida por
moléculas capazes de estimular as populacdes epidermais e assim
promover a regeneragdo do foliculo piloso, procurou-se estabelecer
formas de cultivo para acessar tais popula¢des. Inicialmente foi utilizada
a técnica de explante da regido do bulge, nicho de células-tronco
epidermais no foliculo piloso (FUCHS, 2007). Esta técnica de cultivo
foi previamente estabelecida no LACERT para o cultivo de células-
tronco do foliculo piloso que apresentam fendtipo de crista neural,
utilizando meio de cultura especifico (meio complexo) (BRESSAN et
al., 2014). Metodologia semelhante foi descrita na literatura para o
isolamento das células-tronco epidermais do foliculo piloso de ratos,
utilizando diferentes substratos para adesdo e meios de cultivo
enriquecidos em fatores de crescimento ou meios comerciais especificos
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(QUAN; ZHENG; NI, 2016; ZHANG, et al., 2012). No presente estudo,
Matrigel® e coldgeno tipo | foram avaliados como substrato,
combinados a quatro diferentes meios de cultivo (descritos no item 4.3.1
dos Materiais e Métodos). Nao foi observada a migracdo de células a
partir do explante da regido do bulge em foliculos pilosos cultivados
sobre Matrigel® em nenhum dos meios de cultivo testados. Este
resultado pode estar relacionado com uma possivel degradacdo das
proteinas ou caracteristicas do lote utilizado. Como o Matrigel® é
produzido a partir de sarcoma de camundongos, ndo pode ser
considerado uma matriz bem definida, apresentando variacdes na
composi¢do e concentracdo das suas proteinas e consequentemente
influenciar nos resultados de experimentos (HUGHES; POSTOVIT;
LAJOIE, 2010).

Cultivos realizados sobre o colageno tipo | apresentaram grande
variabilidade na quantidade de explantes apresentando migracdo de
células e nas caracteristicas fenotipicas das células que migraram em
todos os meios avaliados. A populacdo de células do bulge é
heterogénea e o isolamento de uma populagdo de células-tronco
epidermais especifica é desafiadora. Zhang e colaboradores (2012)
descreveram o isolamento de populacdo de células-tronco epidermais
por cultivo de explante da regido do bulge da vibrissa de ratos e
posterior purificacdo e expansdo baseando-se na propriedade de alta
adesdo em comparacdo a outras populacbes celulares que também
migram. Estas células expressaram marcadores de células epidermais da
camada basal (citoqueratina 14, integrina-a6), de células-tronco
epiteliais (p63) e de células-tronco do bulge (citoqueratina 15), além de
alto perfil proliferativo. Apesar da metodologia semelhante, no presente
estudo ndo foi observada a expressdo de marcadores de células-tronco
epidermais nas células que migraram a partir dos explantes da regido do
bulge em nenhuma das condi¢es e, por este motivo, ndo se prosseguiu
com estes cultivos.

O cultivo organotipico do foliculo piloso permite investigar os
efeitos de substancias na biologia do foliculo piloso, bem como,
promover conhecimentos sobre 0s mecanismos envolvidos na
regeneracdo do pelo (LANGAN et al., 2015). Esta abordagem foi
utilizada para observar o efeito paracrino do MC-CPDm sobre o
crescimento do pelo da vibrissa de camundongos e os resultados obtidos
sugerem que este seja rico em fatores de crescimento e biomoléculas
que estimularam o crescimento do pelo, mantendo a habilidade indutora
sobre o foliculo piloso. In vivo, a iniciagdo de um novo ciclo de
crescimento do pelo é dependente de sinalizacdo proveniente da papila
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dérmica que estimula a ativacdo células quiescentes do bulge. Por sua
vez, estas dardo origem as células de amplificacdo transitoria que entram
em processo de proliferacdo, reorganizacdo e diferenciacdo, levando a
formagdo de novos pelos (BALANA; CHARREAU; LEIROS, 2015).
Diversas biomoléculas estdo envolvidas nesta comunicacdo entre a
papila dérmica e a populacdo de células-tronco do bulge, sendo
destacados na literatura a via de Wnt/p-catenina, fator de crescimento
transformante beta (TGF-B) e inibidores de BMP (GRECO et al., 2009;
RISHIKAYSH et al., 2014; ZHANG et al., 2016). Todavia, analises
mais aprofundadas sdo necessarias para elucidar se 0 MC-CPDm
realmente atuou estimulando as células-tronco do bulge e quais os
mecanismos envolvidos no efeito de crescimento do pelo observado.

6.3 O MC-CPDm ESTIMULA A ATIVACAO DE
FIBROBLASTOS

Adicionalmente as propriedades indutoras sobre o crescimento de
pelos, pesquisas tem demonstrado que as CPD se mostram efetivas para
0 reparo cutdneo quando aplicadas associadas a substitutos dérmicos
(HIGGINS et al., 2017; LEIROS et al., 2014), além de promover, in
vitro, suporte para o crescimento de queratindcitos humanos (HILL et
al., 2013) e proliferacdo e tubulogenese de células endoteliais
(BASSINO et al., 2015). Dentre os diversos tipos celulares envolvidos
no reparo cutdneo, os fibroblastos dérmicos compdem elementos
fundamentais para o restabelecimento da homeostase e reparo da pele
(SHIM et al., 2013). A ativacdo destas células inclui a estimulacdo de
suas propriedades proliferativas, migratdrias e de sintese de proteinas de
MEC (KIM et al., 2007). No presente estudo foi demonstrado que o
MC-CPDm estimulou a proliferacdo de fibroblastos e o fechamento de
lesGes in vitro. Resultados semelhantes foram obtidos aplicando meio
condicionado de diferentes fontes de células-tronco mesenquimais,
como do corddo umbilical (JEON et al., 2010; LI et al., 2015) e do
tecido adiposo (KIM et al., 2007; ZHAO et al., 2013), sobre fibroblastos
dérmicos. Estes estudos relacionam o efeito proliferativo do meio
condicionado com diversos fatores de crescimento que sdo produzidos
por estas células. Da mesma forma, o MC-CPDm pode ser considerado
rico em fatores de crescimento que estimulam néo apenas o crescimento
do pelo como também a ativacdo de fibroblastos e consequente reparo
cutaneo.

Além da proliferacdo e migracdo, os fibroblastos presentes nas
bordas da lesdo séo estimulados a conversdo em miofibroblastos que,
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devido a suas caracteristicas contrateis, contribuem para o fechamento
da lesdo, bem como, para producdo de MEC (LEAVITT et al., 2016; LI,
et al., 2015). A diferenciacdo fenotipica de fibroblastos em
miofibroblastos e sua contribui¢do para a contragdo da lesdo e posterior
cicatrizacdo é um ponto controverso na literatura. Alguns pesquisadores
relatam que a presenca de miofibroblastos, sua atividade na contragdo da
lesdo e secrecdo de proteinas de matriz extracelular seja favoravel e
promova o fechamento mais rapido (LEE et al., 2012). Por outro lado,
outros estudos citam que este processo € importante para o reparo,
porém quando estimulado em excesso resulta em cicatrizes menos
funcionais com elevado grau de retragdo (LI et al., 2015; XUE;
JACKSON, 2015). Estes estudos ressaltam que o estimulo da
proliferacdo e migracdo de fibroblastos combinado com a reducéo da
diferenciacdo para miofibroblastos e aumento de MMP (envolvidas no
remodelamento do colageno) esta relacionado com um processo de
reparo com menor formacdo de cicatrizes. Neste sentido, a atividade
controlada destas células é crucial para alcancar o reparo cutaneo sem
fibrose excessiva.

Por outro lado, estudo conduzido por Desai e colaboradores
(2014) sugere que a diferenciacdo para miofibroblasto ndo é um
processo terminal, demonstrando que células tratadas com FGF2
exibiram expressdo diminuida de a-SMA, colégeno | e fibronectina, em
adicdo a diminuicdo da adesdo focal e de fibras estressoras. De forma
semelhante, Rinella e colaboradores (2016) demonstraram que
precursores de miofibroblastos estimulados com terapias por ondas de
choque se diferenciam em células semelhantes a fibroblastos com menor
capacidade contrétil e reducdo de expressdo de a-SMA e colageno |I.
Estes estudos indicam que as células possuem diferentes niveis de
expressdo de a-SMA e isso esta diretamente relacionado a capacidade
contrétil celular.

No presente estudo, ndo foi observada diferenca estatistica na
propor¢do de células positivas para a-SMA, porém houve reducdo na
expressao relativa desta proteina quantificada por Western blot. Assim,
sugere-se que, quando tratadas com MC-CPDm, as células se
apresentaram em um estdgio mais inicial da conversdo fibroblasto-
miofibroblasto. E importante ressaltar que, durante o reparo cutineo,
essa conversdo fenotipica é induzida por tensdes mecanicas e moléculas
secretadas por células adjacentes, especialmente TGF-B, sendo a
expressdo de o-SMA associada a este processo de diferenciacdo
(LEAVITT et al., 2016). Desta forma, apesar de indicar que o MC-
CPDm apresenta efeito antifibrético, ensaios in vitro ndo séo suficientes
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para comprovar este efeito, sendo necessérias analises in vivo que
contemplem todas estas contribuiges externas.

6.4  CPDm PODEM SER EXPANDIDAS IN VITRO MANTENDO
CAPACIDADE DE FORMAGCAO DE ESFERAS

O ciclo de crescimento do pelo de camundongos e humanos
apresentam muitas semelhancas, porém a formacdo de novos foliculos
pilosos naturalmente ou a partir de abordagens terapéuticas, ainda é
desafiador em humanos (HIGGINS et al., 2017; LEIROS et al., 2014;
RICHARDSON et al., 2006). Em roedores, células dérmicas derivadas
do foliculo piloso sdo capazes de interagir com o epitélio local e formar
novos foliculos pilosos em regiGes naturalmente sem pelos (DONG et
al., 2015). Entretanto, abordagens que buscam recapitular este processo
em humanos tém encontrado dificuldades, sugerindo que as CPDh
perdem, prematuramente, as propriedades indutivas quando cultivadas
(HIGGINS, et al., 2013). O comportamento agregativo das CPD é um
de seus aspectos mais caracteristicos, sendo, de certa forma, analogo a
formacdo do condensado dérmico (placdide) na foliculogénese
(OHYAMA et al., 2010). Interessantemente, CPD com passagens altas,
as quais ndo apresentam capacidade tricogénica de formar novos
foliculos pilosos, quando estimuladas a formar esferas e entdo
implantadas na regido subcuténea, recuperam tal capacidade (OSADA et
al., 2007).

Em um estudo de anélise de expressdo génica global por CPDh,
Higgins e colaboradores (2013) descobriram uma transicdo rapida e
profunda na assinatura transcricional destas células, ligada a mudanga de
seu ambiente tridimensional para o bidimensional (monocamada) e
consequente perda da capacidade indutiva sobre o foliculo piloso. Neste
mesmo trabalho, foi demonstrado que a assinatura transcricional da
papila dérmica intacta pode ser parcialmente restaurada pelo
crescimento das CPDh em esferoides tridimensionais. Por este motivo,
no presente trabalho as CPDh foram estimuladas a formar esferas antes
da coleta do MC-CPDh. Conforme exposto nos resultados, houve
sucesso na expansdo das CPDh, que mantiveram a propriedade
agregativa e formaram esferas Unicas no cultivo em gota pendente. A
manutencdo desta caracteristica agregativa associada a utilizacdo das
CPDh em passagem baixa (passagem 3) sugere que 0 meio
condicionado obtido a partir destas células possa ter um perfil de
moléculas secretadas semelhante a papila dérmica in vivo. Todavia, a
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andlise de protedbmica do MC-CPDh é importante para confirmacéo e
aprofundamento deste resultado.

6.5 O MC-CPDh ESTIMULA A ATIVAQé\O DE FIBROBLASTOS
DERMICOS HUMANOS E PRODUCAO DE FIBRONECTINA

As populagdes de fibroblastos diferem entre os tecidos adultos
exercendo diferentes funcgbes fisiologicas (TRACY; MINASIAN;
CATERSON, 2016). Além disso, a pele de fetos e individuos adultos
apresentam diferentes respostas para 0 processo de reparo e,
consequentemente, a atividade de fibroblastos (LI et al., 2015;
THULABANDU; CHEN; ATIT, 2017). Por esta razdo, alguns ensaios
anteriores realizados com a linhagem de fibroblastos embrionarios
murinos 3T3 e 0 meio condicionado da mesma espécie, foram repetidos
utilizando fibroblastos dérmicos humanos e 0 MC-CPDh. Os resultados
envolvendo a proliferacdo celular e o estimulo a migracéo e fechamento
da lesdo por fibroblastos dérmicos humanos foram semelhantes aos
observados nos estudos com células murinas, demonstrando que o MC-
CPDh estimula a proliferacdo e migracdo de fibroblastos dérmicos
humanos. Estes dois mecanismos sdo o0s principais eventos que marcam
a fase proliferativa do reparo cutaneo e levam a formagdo de uma matriz
provisoria, base do tecido de granulagdo formado nesta etapa (JEON et
al., 2010). Desta forma, o MC-CPDh apresenta propriedades
promissoras para utilizacdo terapéutica no reparo cutaneo, promovendo
a fase proliferativa que leva ao fechamento efetivo da lesao.

O crescimento de grande parte das células humanas, que inclui os
fibroblastos dérmicos, é dependente da sua adesdo a MEC, em um
mecanismo conhecido como dependéncia de ancoragem (TRACY;
MINASIAN; CATERSON, 2016). A relagdo entre os fibroblastos e sua
MEC se da de forma bastante intima e relevante de modo que Tracy e
colaboradores (2016) citam que os fibroblastos sdo, de fato, definidos
por sua MEC local. Na pele, a MEC além de se caracterizar como
suporte estrutural para o tecido, fornece um microambiente ativo na
regulagdo do comportamento celular, atuando como reservatdrio de
fatores de crescimento e regulando a sua biodisponibilidade durante o
reparo cutdneo (DENG et al., 2017; XUE; JACKSON, 2015).

Dentre as proteinas que desempenham importante papel nesta
relagdo fibroblasto-MEC destaca-se a fibronectina. A molécula fibrilar
de fibronectina, abundante em feridas agudas, apresenta diversos
dominios de ligagdo celular, conhecidos como sitios de promogdo de
crescimento, através dos quais liga-se a integrina oyPs presente em
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fibroblastos (TRACY; MINASIAN; CATERSON, 2016). Esta adesdo
desencadeia diversos processos celulares, como a proliferacdo e a
polarizacdo dos fibroblastos ao longo das fibrilas de fibronectina
paralelas a epiderme, o que estimula e guia a sua migragdo para o centro
da lesdo (TO; MIDWOOD, 2011). Além de interagir com varios tipos
celulares envolvidos no reparo, as fibrilas de fibronectina interagem
entre si e com as demais moléculas da MEC, tendo grande importancia
na organizacdo e estabilidade da MEC formada durante o reparo tecidual
(SOTTILE; HOCKING, 2002; XUE; JACKSON, 2015).

Em estudo in vitro, Sottile e colaboradores (2002) demonstraram
que a polimerizacdo de fibronectina é necessaria para a deposi¢do
coladgeno | e trombosponina-1, proteina matricelular incorporada a
MEC, e que a manutencdo da matriz de fibronectina requer a sua
polimerizacdo continua. Este e outros estudos comprovam que a
formacéo de uma rede fibrilar estavel de coldgeno I e Ill, e consequente
estabilizacdo da MEC, é dependente da rede de fibronectina pré-
existente (SOTTILE; HOCKING, 2002; TO; MIDWOOD, 2011).
Estudos in vivo demonstraram que 0 aumento da expressdo de
fibronectina estimulou o reparo cutaneo em ratos diabéticos (YAN et
al., 2017), assim como a aplicacdo tdpica de fibronectina acelerou a
cicatrizacdo em modelos de dermatite atopica (SEREZANI et al., 2017)
e em modelo de lesdo de peles expostas a radiacdo ionizante
(JOHNSON et al., 2017), que apresentam reparo mais lento. Os estudos
citados acima destacam a fibronectina como um componente importante
e ativo, especialmente nas fases de proliferacdo e inicio do
remodelamento no reparo cutdneo. No presente trabalho foi
demonstrado que o MC-CPDh aumentou de forma significativa a sintese
de fibronectina por fibroblastos dérmicos. Em um contexto de leséo
cutdnea, este aumento de fibronectina pode ter efeitos benéficos
estimulando a migracdo de células, como fibroblastos, queratinécitos e
outras células envolvidas no reparo, e consequente fechamento da lesao.
Além disso, tendo em vista os efeitos da fibronectina sobre a sinalizacdo
celular e estimulo a producdo de outras moléculas de MEC, como
colageno, este aumento na producdo de fibronectina pode estimular
também a sintese de colageno a longo prazo. Entretanto, nas condi¢Ges
aplicadas neste trabalho, ndo foi possivel demonstrar o efeito do MC-
CPDh na sintese de colageno tipo I por fibroblastos dérmicos que, apds
48 horas de estimulo, apresentaram 0s mesmos niveis de colageno | que
o controle.

Por serem as proteinas mais abundantes na MEC da pele, 0s
colagenos tipo | e 111, sua producéo e posterior remodelamento atraem a
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atencdo de pesquisas que buscam um reparo tecidual com aspecto e
funcionalidade semelhantes a pele integra (JACKSON; NESTI; TUAN,
2012; LEAVITT et al, 2016; MOORE et al, 2018). Esta fase de depdsito
e remodelamento da MEC colagena é um ponto critico para o sucesso
do reparo, pois o depoésito exacerbado de colageno e/ou uma clivagem
deficiente de seus componentes pode resultar em cicatrizes hipertréficas
(JACKSON; NESTI; TUAN, 2012; XUE; JACKSON, 2015). Muitos
dos estudos que buscam o reparo da pele sem a formacgédo de cicatrizes,
relacionam a cicatrizacdo de tecidos adultos e de tecidos fetais, os quais
tem, na fase inicial da gestacdo, a propriedade de regenerar o tecido sem
apresentar cicatrizes (REINKE; SORG, 2012). As caracteristicas que
diferem este processo na pele adulta e fetal, bem como, os principais
pontos que se tornam alvos experimentais na pesquisa do reparo cutaneo
sem cicatrizes foram recentemente revisados por Moore e colaboradores
(2018). Nesta revisao foi destacada a resposta inflamatéria atenuada no
reparo da pele fetal, conferindo um microambiente diferente em relagéo
a expressdo de citocinas e fatores de crescimento, o que influencia
fibroblastos a depositar moléculas de MEC em um padrdo regenerativo
(rede) e ndo cicatricial (alinhado). Ainda, em comparacdo ao tecido
adulto, o tecido fetal apresenta maior razdo de colageno Il para
colageno I, além de maior atividade de MMP, conferindo
remodelamento precoce da MEC colagena depositada (LEAVITT et al.,
2016; MOORE et al., 2018). Estes dados reiteram que a deposi¢do
controlada de colageno e o remodelamento eficiente sdo cruciais para o
sucesso do reparo. O fato de ndo ter havido diferenca na producédo de
colageno | entre o controle e 0 MC-CPDh no presente trabalho, pode
indicar um certo controle na atividade de fibroblastos dermais quanto a
deposicédo de colageno. Entretanto, a investigagao da expressao de MMP
e seus inibidores, bem como a avaliacdo da producédo de colageno ap6s
um periodo maior de exposicdo ao MC-CPDh seriam importantes e
trariam subsidios complementares ao efeito do MC-CPDh sobre o
remodelamento da MEC por fibroblastos dérmicos.

6.6  VE-CPDh SAO INCORPORADAS POR FIBROBLASTOS
DERMICOS HUMANOS E ESTIMULAM SUA
PROLIFERACAO

Estudos utilizando meio condicionado de diversos tipos de
células, em especial células-tronco mesenquimais, atribuem os efeitos
destes & combinagdo de diversos fatores de crescimento e citocinas
secretados pelas células. Estas biomoléculas ndo atuam isoladamente, ao
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contrario, interagem com outras proteinas regulatérias e dificilmente um
fator de crescimento isolado ou mesmo uma combinacdo de varias
proteinas poderia reproduzir a atividade destes meios (JUNG et al.,
2015; KIM et al., 2007; ZHAO et al., 2013). Mais recentemente, as
vesiculas extracelulares, que incluem exossomos e microvesiculas, tém
atraido a atengdo em estudos de terapias livres de células para diversas
injarias, incluindo o reparo cutaneo (KONALA et al., 2016; PHINNEY;
PITTENGER, 2017; ZHAO et al., 2017). Células-tronco mesenquimais
de diversas fontes sdo protagonistas nestas pesquisas, que buscam
entender a natureza e funcdo das vesiculas extracelulares derivadas
destas células sobre a ativacdo do reparo. Em geral, estas vesiculas
demonstram efeitos positivos sobre a migracéo, proliferacdo e sintese de
colageno in vitro por fibroblastos (HU et al., 2016; ZHAO et al., 2017),
assim como, promocdo da angiogénese (ZHANG et al.,, 2015) e
supressao da conversdo fibroblasto-miofibroblasto e consequente
diminuigdo da formag&o de cicatrizes (FANG et al., 2016).

O isolamento de exossomos e microvesiculas é realizado, em
grande parte dos grupos de pesquisa, por ultracentrifugacdo do meio
condicionado e a caracterizacdo destas fracdes é baseada no tamanho
das vesiculas e em marcadores presentes nas respectivas membranas,
como tetraspaninas, CD63 e CD8L1, presentes em exossomos (ABELS;
BREAKEFIELD, 2016; PHINNEY; PITTENGER, 2017). Uma vez que
esta caracterizacdo (tamanho e marcadores) ndo foi realizada no
presente trabalho, ndo é possivel afirmar que o protocolo utilizado
isolou especificamente exossomos, mas sim, um apanhado de vesiculas
extracelulares, entre as quais provavelmente estdo ambas,
microvesiculas e exossomos. O isolamento das VE-CPDh, bem como a
interacdo vesicula-célula, foi analisado através da observacdo da
incorporacdo de VE-CPDh por fibroblastos dérmicos e investigacdo da
atividade bioldgica medida em termos de proliferacéo celular.

A interacdo e internalizac@o das vesiculas extracelulares, para a
entrega das biomoléculas as células receptoras, envolve mecanismos de
endocitose ou a fusdo direta com a membrana plasmatica da célula,
através de interagdes ligante-receptor ou lipideos como fosfatidilserina
(ABELS; BREAKEFIELD, 2016; RAJENDRAN et al., 2017). A forma
de interacdo depende do tipo celular, seu estado fisioldgico e
reconhecimento entre receptor e ligante, sendo determinante para o
efeito funcional. A propria superficie da membrana da vesicula
extracelular pode desencadear a sinalizacdo através da interacdo com
receptores na superficie da célula, sem a necessidade de internalizacéo.
Por outro lado, muitos casos dependem da internaliza¢&o do contetido da
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vesicula no citoplasma da célula, ou até mesmo, no ndcleo (ABELS;
BREAKEFIELD, 2016). Neste trabalho, utilizando VE-CPDh coradas
com corante fluorescente, foi possivel confirmar sua internalizacdo por
fibroblastos dérmicos. Quanto a atividade bioldgica, ficou evidente que
as VE-CPDh exercem efeitos sobre o metabolismo de fibroblastos, que
apresentaram um aumento na taxa proliferativa quando cultivados na
presenca das vesiculas. As VE, em geral, contém diversas proteinas,
acucares, lipideos e uma variedade de material genético, como mMRNA,
miRNA, tendo seu conteldo protegido de nucleases e proteases
extracelulares pela membrana limitante (ABELS; BREAKEFIELD,
2016; RAPOSO; STOORVOGEL, 2013), o que configura uma grande
vantagem na utilizacdo das vesiculas extracelulares.

Contudo, quando comparado ao efeito do MC-CPDh original
sobre a proliferagdo celular, os resultados obtidos demonstraram que o
efeito das VE-CPDh € parcial, somando-se ao dos fatores sollveis
presentes no sobrenadante da ultracentrifugacdo do MC-CPDh. As CPD
sdo conhecidas por secretarem diversas biomoléculas que ativam a
proliferacdo celular, principalmente de células epidermais do foliculo
piloso (DRISKELL et al., 2014; ROMPOLAS et al., 2012). Dentre estes
fatores, encontram-se fatores mitogénicos comumente secretados por
varios tipos celulares e j& conhecidos por potencializar a proliferacdo de
fibroblastos dérmicos (ZHANG et al., 2016). Desta forma, o efeito do
sobrenadante da ultracentrifugacdo do MC-CPDh (que contém os
fatores sollveis, mas desprovido de VE) sobre a proliferacdo de
fibroblastos dérmicos ja poderia ser esperado. Entretanto, ao nosso
conhecimento, é a primeira vez que se demonstra o isolamento de VE-
CPDh e sua atividade sobre fibroblastos dérmicos humanos. A pesquisa
envolvendo exossomos é campo relativamente jovem na ciéncia e,
especialmente no grupo de pesquisa no qual este trabalho foi realizado.
A caracterizacdo das VE e o estudo do seu mecanismo de a¢do sdo 0s
passos seguintes para preenchimento dessas lacunas. Todavia, estes
dados configuram o inicio de uma promissora pesquisa na aplicacdo
terapéutica das VE-CPDh, além de levantar questionamentos sobre o
papel destas vesiculas na fisiologia do foliculo piloso.

6.7 MC-CPDh EXERCE EFEITO PROTETOR SOBRE A MORTE
CELULAR E PROMOVE A PRODUCAO DE
FIBRONECTINA POR FIBROBLASTOS DERMICOS
FOTOENVELHECIDOS
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A pele humana é o drgdo mais exposto a radiacdo ultravioleta e a
recorrente exposicdo, em particular a radiacdo UVA e UVB, causa
diversas alteragdes estruturais e fisioldgicas neste tecido (BRAVO et al.,
2017; EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014). Apesar de a
radiagdo UVA ser mais abundante na superficie terrestre, a radiacdo
UVB é mais energética e apresenta efeitos biolégicos mais intensos
(ZENG et al., 2014). Além disso, o aumento da radiacdo UVB na
superficie terrestre devido a destruicdo da camada de ozbnio é uma
grande ameaca ambiental a pele, aumentando o risco de danos com
consequéncias em longo prazo como fotoenvelhecimento,
fotoimunossupressdao e fotocarcinogénese (CAVINATO; JANSEN-
DURR, 2017). A exposicdo a doses leves e repetidas de radiacdo UVB
gera danos ao DNA, producdo de espécies reativas de oxigénio e
citocinas pro-inflamatérias que, em conjunto, levam a senescéncia
celular,  processo  fisioldgico  diretamente  relacionado  ao
fotoenvelhecimento (CHAINIAUX et al., 2002; ZENG et al., 2014).
Além das alteracdes teciduais de cunho estético, estudos relatam que o
fotoenvelhecimento da pele compromete o processo de reparo cutaneo, o
qual pode ainda ser agravado quando combinado a comorbidades
adicionais comuns a idade, como diabetes e distdrbios na coagulagdo
sanguinea (EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014). Os fibroblastos
dérmicos desempenham importante papel em ambos 0s processos, 0
fotoennvelhecimento e o reparo cutdneo (JEON et al., 2010; ZENG et
al., 2014), e por este motivo torna-se importante estudar, mecanismos
celulares envolvidos nestes processos em fibroblastos fotoenvelhecidos.

Consistente com outros estudos (CHEN et al., 2015; MAO et al.,
2015; ZENG et al., 2014), os dados referentes ao estabelecimento do
modelo de fotoenvelhecimento dos fibroblastos dérmicos indicaram que
a exposicédo a dose de 5mJ/cm? de radiacdo UVB, induziu um estado de
senescéncia celular. Neste modelo, o fotoenvelhecimento de fibroblastos
foi evidenciado pela viabilidade celular diminuida e estabilizacdo do
crescimento celular, acompanhado de aumento na atividade de [-
galactosidase e expressdo aumentada de p21, indicando parada no ciclo
celular. Outra importante caracteristica da pele fotoenvelhecida é a
desorganizagdo da MEC, desencadeada pela sintese atenuada de
colageno aliada ao aumento de degradacdo (KIM et al., 2007; ZENG et
al., 2014). No modelo de fotoenvelhecimento estabelecido no presente
trabalho, a senescéncia celular foi acompanhada da redugdo dréstica na
producdo de MEC, representada pela expressdao diminuida de
fibronectina e colageno tipo I, o que reforga que o fotoenvelhecimento
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celular foi atingido com o modelo de exposicdo a radiacdo UVB
aplicado.

Tendo o modelo in vitro de fotoenvelhecimento de fibroblastos
dérmicos estabelecido, seguiu-se para a avaliacdo dos efeitos do MC-
CPDh sobre os processos celulares envolvidos no reparo cutaneo, bem
como na protecdo ao fotoenvelhecimento. As células, quando
senescentes, diminuem ou até cessam o processo de proliferacéo, e isto é
devido a parada no ciclo celular (PERMATASARI et al., 2014). O
efeito do MC-CPDh sobre o perfil proliferativo dos fibroblastos
fotoenvelhecidos foi avaliado através do acompanhamento da
viabilidade celular apdés 24 e 48 horas e pela contagem do total de
células ao final das 48 horas de tratamento com o MC-CPDh. Os
resultados indicaram que o MC-CPDh estimulou a sobrevida dos
fibroblastos fotoenvelhecidos, representado pelo aumento do nudmero
total de células ap6s 48 horas de tratamento com o0 MC-CPDh. Uma vez
gue a sobrevida esta relacionada com a protecdo contra morte, a
apoptose foi entdo analisada pela avaliagdo da ativacdo de caspases. Os
resultados demonstraram que os fibroblastos fotoenvelhecidos
apresentaram maior propor¢do de células positivas para caspase-3,
comparado aos fibroblastos normais, indicando que a exposicdo a
radiacdo UVB resultou em aumento de células em processo de apoptose.
Tal fato foi reduzido quando os fibroblastos fotoenvelhecidos foram
tratados com o MC-CPDh, apresentando uma significante diminuicéo na
proporcao de células positivas para caspase-3.

Assim como a parada no ciclo celular, a apoptose é considerada
um processo de recuperagdo celular provocado pelos danos induzidos
pela radiacdo UVB (ZENG et al., 2014). Recentemente, estudos vém
relacionando a senescéncia celular e a apoptose com alteraces na
homeostase das proteinas celulares, também referidas como proteostase
(CAVINATO et al., 2017; ZENG et al., 2017). Neste contexto, a
autofagia (degradagdo de componentes citosélicos nos lisossomos) €
ativada frente a exposicdo a radiacdo UV a fim de reduzir danos
oxidativos, eliminando proteinas e até organelas lesadas (ZHAO et al.,
2013). Em concordancia, Cavinato e colaboradores (2017) referem que a
autofagia € requerida para o estabelecimento do fendtipo senescente e a
inibicdo desta via é suficiente para mudar o destino da célula para a
morte por apoptose. Relacionando estas informages com o modelo de
fotoenvelhecimento estabelecido neste trabalho, é possivel supor que a
exposicdo a radiacdo UVB, nas condicGes aplicadas, induziu a grande
maioria das células a entrarem em estado de senescéncia, porém, as
células incapazes de se recuperar dos danos acumulados provocados
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pela radiagdo entraram em processo de apoptose. Contudo, o tratamento
de fibroblastos fotoenvelhecidos com MC-CPDh estimulou a sobrevida
das células, exercendo efeito protetor contra a morte celular por
apoptose induzida pela exposi¢do a radiagcdo UVB.

As caracteristicas histoldgicas da pele fotoenvelhecida mostram
alteracGes marcantes na composicdo da MEC, especialmente relacionada
a reducdo dos precursores de colagenos fibrilares do tipo | e 11l somada
ao aumento da degradacdo enzimatica por acdo de MMP (BUECHNER
et al., 2008; KIM et al., 2007). Estas alteracOes estdo relacionadas com
mudangas metabdlicas nos fibroblastos dérmicos, cujo papel no
remodelamento da MEC ja é bem caracterizado (ZENG et al., 2014). No
contexto do fotoenvelhecimento, o aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio induzida pela exposi¢do a radiacdo UV tem sido
apontado como responsavel por tais alteracfes, causando o aumento na
expressdo e sintese de MMP-1 e reducdo da transcricdo dos genes
COL3al e COL1al, consequentemente reducdo na sintese de colageno |
e Il (BRAVO et al., 2017). Esta consequéncia da radiagdo UVB sobre o
metabolismo do colageno é muito abordada na literatura, sendo o alvo
de diversos estudos que buscam equilibrar o processo de producéo e
degradacdo da matriz colagena atingindo a fotoprotecédo e a recuperacdo
da pele (BRAVO et al., 2017; CHEN et al., 2015; HUH et al., 2015;
PERMATASARI et al., 2014; ZENG et al., 2017). Contrariando
expectativas, 0 MC-CPDh ndo foi capaz de reverter a brusca diminuicéo
de colageno | induzida pelo fotoenvelhecimento dos fibroblastos
dérmicos, ndo tendo sido possivel quantificar a expressao de colageno |
pela técnica de Western blot em nenhuma das condicdes (controle e
MC-CPDh) expostas a radiagdo UVB. Em um estudo abordando
fotoenvelhecimento de fibroblastos, Bravo e colaboradores (2017),
demonstraram que tanto a dose de radiacdo UVB aplicada quanto o
tempo pos-exposicdo afetam a producdo e quantificacdo de pro-colageno
e MMP-1. Desta forma, pode-se especular que esta analise, se realizada
com maior tempo de tratamento com MC-CPDh, poderia acarretar em
diferentes resultados.

Por outro lado, as informagdes na literatura relacionadas ao efeito
do fotoenvelhecimento da pele e a sintese de fibronectina séo
divergentes. Alguns estudos que tratam da senescéncia prematura
induzida pelo estresse (SIPS — do inglés stress-induced premature
secescence) consideram que células induzidas a senescéncia por varios
fatores estressantes, que incluem a radiacdo UV, expressam um perfil de
genes que ¢ associado a senescéncia. Dentre estes genes, a fibronectina é
considerada superexpressa ap6s a inducdo & senescéncia celular
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(CHAINIAUX et al.,, 2002; DEBACQ-CHAINIAUX et al., 2006;
RUSZOVA et al., 2013; TOUSSAINT; MEDRANO; ZGLINICKI,
2000), todavia a sua contribui¢do para a instalagdo deste processo nédo
esta completamente elucidada nestes trabalhos. Ja Son e colaboradores
(2012) demonstrou que a inibicdo da fragmentacdo da fibronectina,
induzida por catepsinas ativadas pela radiagdo UVB, previne o
fotoenvelhecimento. Enquanto Song e colaboradores (2017) relatou a
diminuicdo da produgdo de fibronectina como um efeito do
fotoenvelhecimento por exposicéo a radiacdo UVB, contribuindo para o
estado desorganizado da derme fotoenvelhecida. Conforme exposto
anteriormente, o modelo de fotoenvelhecimento estabelecido no
presente trabalho corrobora este Gltimo grupo, apresentando a
diminuicdo na expressdo de fibronectina pelos fibroblastos
fotoenvelhecidos, parcialmente recuperada quando tratados com o MC-
CPDh.

A importancia da polimerizacdo de fibronectina no controle da
organizacdo e composicdo da MEC e da sinalizagdo celular por meio de
pontos de adesdo com as células (SOTTILE; HOCKING, 2002) foi
previamente discutido na secdo que trata de fibroblastos dérmicos
normais. Considerando estes aspectos, o aumento na expressdo de
fibronectina  provocado pelo MC-CPDh em  fibroblastos
fotoenvelhecidos pode ser benéfico para a recuperacdo da integridade da
pele (prejudicada pelo fotoenvelhecimento) e também para o reparo de
peles fotoenvelhecidas.

Comparando os resultados obtidos em relacdo & producdo de
MEC por fibroblastos normais e fotoenvelhecidos, estes foram
semelhantes ao apresentarem que o MC-CPDh influencia apenas a
producdo de fibronectina. Estes achados podem indicar que dentre as
moléculas secretadas pelas CPDh existem elementos que atuam sobre o
metabolismo desta proteina de MEC, porém sdo necessarios estudos que
contemplem a investigacdo especifica dos fatores presentes no MC-
CPDh, bem como das vias de sinalizacdo que levam a producdo de
fibronectina.

Em conjunto, os resultados abordando os efeitos do MC-CPDh
sobre fibroblastos fotoenvelhecidos indicam que as CPDh podem
fornecer protecdo contra o fotoenvelhecimento, favorecendo a sobrevida
de fibroblastos, e também beneficiar o reparo em peles
fotoenvelhecidas.
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Figura 26 Esquema representativo dos efeitos paracrinos das CPD
sobre o reparo cutaneo, demonstrados neste trabalho. Os efeitos
paréacrinos das CPD no reparo cutaneo foram estudados através da utilizacéo
do MC-CPD (murino e humano). Os resultados sugerem que as CPD
exercem efeito paracrino sobre fibroblastos dérmicos durante o processo de
reparo cutaneo, promovendo a proliferacdo e migracédo celular e reduzindo a
conversdo fibroblasto-miofibroblasto, além de afetar a producdo de MEC,
estimulando a producéo de fibronectina, mas sem diferenca da producéo de
colageno I. Em adicéo, VE-CPDh estéo envolvidas nos efeitos observados,
sendo incorporadas por fibroblastos dérmicos humanos e estimulando,
parcialmente, a proliferacdo celular. Os fatores sol(veis presentes MC-
CPDh também atuam parcialmente na proliferacdo de fibroblastos dérmicos
humanos. Além disso, modelo de fotoenvelhecimento de fibroblastos
dérmicos humanos com exposicdo a radiacdo UVB foi estabelecido neste
trabalho, obtendo  células  senescentes com indicadores  de
fotoenvelhecimento. O MC-CPDh estimulou a sobrevida de fibroblastos
dérmicos fotoenvelhecidos, protegendo contra a morte por apoptose, além
de promover a producdo de fibronectina. As ilustragfes de camundongo e
humano indicam os experimentos que foram realizados em cada espécie.
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7. CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados do presente trabalho permitem
concluir que o isolamento das CPD é favorecido com a suplementagédo
com FGF2 e estas mantém a capacidade de formacdo de esferas apos a
expanséo.

Através do cultivo organotipico do foliculo piloso foi possivel
concluir que o0 MC-CPDm estimula o crescimento do pelo, sugerindo
manutencdo da habilidade indutora sobre o foliculo piloso. Além disso,
0 MC-CPDm promove a ativacdo de fibroblastos murinos, estimulando
a proliferacdo e migragdo celular e reduzindo a conversédo fibroblasto-
miofibroblasto.

De forma semelhante, 0 MC-CPDh promove a ativagdo de
fibroblastos dérmicos humanos, induzindo a proliferacdo e migracéo
celular, além de afetar a produgdo de MEC, aumentando a producgdo de
fibronectina, mas sem diferenca na producao de colageno I.

VE-CPDh estdo presentes no MC-CPDh, sdo incorporadas por
fibroblastos dérmicos humanos. Além disso, tanto as VE-CPDh quanto
os fatores sollveis presentes MC-CPDh atuam na proliferacdo de
fibroblastos dérmicos humanos.

Por fim, o modelo de fotoenvelhecimento de fibroblastos
dérmicos humanos foi alcangado com exposi¢do a radiacdo UVB,
obtendo células senescentes com indicadores de fotoenvelhecimento. O
MC-CPDh estimulou a sobrevida de fibroblastos dérmicos
fotoenvelhecidos, protegendo contra a morte por apoptose, além de
promover a producéo de fibronectina.
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analysis of biological parameters and preserves cell characteristics, as
well as cell-to-cell interactions, making it feasible for development as a
drug or cosmetic assay. A potential use in cell replacement therapy is
also suggested



