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Resumo

Fundamentos: Culturas organoides sao cultivos primarios que mantém caracteristicas arqui-
teturais, relacdes entre as células e matriz extracelular. Sao opcbes para investigacao
fisiopatologica ou terapéutica, comparados aos ensaios animais e in vitro.

Objetivo: Desenvolvimento de modelo de cultura organoide cutanea, com vistas ao estudo da
melanogénese induzida por radiacoes.

Método: Estudo de validacao, que envolveu biopsias da pele retroauricular de adultos. Uma
amostra foi irradiada com diferentes doses de UVB, UVA ou luz visivel e a outra, mantida ao
abrigo da luz por 72 horas. A viabilidade dos tecidos foi avaliada a partir de parametros mor-
fologicos e arquiteturais da histologia e a expressao do gene GAPDH, por PCR em tempo real.
A pigmentacao melanica induzida pelas radiacoes foi padronizada em funcao das doses de cada
radiacdo e avaliada por analise de imagem digital (Fontana-Masson).

Resultados: Padronizou-se a cultura primaria de pele em temperatura ambiente, com meio
DMEM. As doses de UVB, UVA e LV (luz azul) que induziram melanogénese diferencial foram:
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166 mJ/cm?, 1,524 J/cm? e 40J/cm?. A expressdo do gene constitucional GAPHD nao diferiu
entre a amostra de pele processada imediatamente apos a coleta do tecido e a amostra cultivada
por 72 horas no protocolo padronizado.

Limitacbes do estudo: Estudo preliminar que avaliou apenas a viabilidade e integridade do
sistema melanogénico e o efeito das radiacdes isoladamente.

Conclusdes: O modelo padronizado manteve viavel a funcao melanocitica por 72 horas sob
temperatura ambiente, tornou possivel a investigacao da melanogénese induzida por diferentes

radiacoes.

© 2019 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

Ainvestigacao fisiopatoldgica e de respostas terapéuticas de
certas dermatoses, in anima nobile, pode ser limitada por
elementos ligados a toxicidade de tratamentos, necessidade
de diferentes grupos comparativos, aspectos ligados a ade-
sao em ensaios terapéuticos, além da incerteza quanto a res-
posta bioldgica de uma intervencao (p.ex., carcinogénese).

A experimentacao animal aumenta a extensao de possibi-
lidades de pesquisa pelo menor custo, maior acessibilidade
aos sujeitos e maior controle de exposicao e influéncia
ambiental.” Entretanto, as respostas fisioldgicas dos animais
podem nao se assemelhar aos humanos (p.ex., melanogé-
nese), o que pode levar a conclusées equivocadas.” Além
disso, uma série de doencas cutaneas nao tem modelos
animais (p.ex., melasma), leva a necessidade de outros pro-
cessos investigativos.

As simulacdes computacionais de fendmenos bioldgicos
$a0 uma opc¢ao a experimentacao com seres vivos e fornecem
resultados bastante verossimeis quando simulam interagcoes
entre variaveis amplamente conhecidas do ponto de vista
experimental. Infelizmente, as variaveis que interferem em
processos cutaneos (p.ex., melanogénese) ainda nao sao
completamente elucidadas, assim como sua interacao com
os demais elementos externos.?

Culturas celulares humanas primarias ou de linhagens
comerciais (p.ex., HaCaT) sao amplamente usadas em pes-
quisa fisiopatoldgica ou de resposta a estimulos especificos.
Apesar da homologia com os tecidos humanos, as culturas
de linhagens celulares nao contemplam a interacao entre
os diferentes tipos celulares que interagem na pele (p.ex.,
unidade epidermo-melanica).*

Sistemas comerciais de culturas celulares multiplas
(p.ex., pele 3D: queratindcitos, melandcitos e fibroblas-
tos) sao propagados como uma solucao para perceber a
interacao entre as células da pele e sdo mais propensos
a estar relacionados a estrutura tecidual do hospedeiro.>~’
Entretanto, as linhagens sao usualmente de doadores dife-
rentes, com padrdes de reproducao algo diverso do que
se encontra no tecido; também nao apresentam endoté-
lio, células dendriticas, células de Merkel, que, mesmo
pouco numerosas no tecido, podem oferecer alguma
interacao relevante, depende do fendmeno estudado. Além
disso, até o momento, culturas 3D e coculturas celu-
lares comerciais de pele ainda nao caracterizam certas
doencas.”’

As culturas organoides sao cultivos teciduais primarios
que mantém as caracteristicas arquiteturais e as principais
relacdes entre os diferentes tipos celulares, além da matriz
extracelular.'’-'? Apresentam a vantagem adicional de poder
ser amostrados a partir da pele sa e da pele com doenca do
mesmo hospedeiro, favorecem a comparacao ex vivo entre
os locais.”>'* A pele é um tecido relativamente viavel a cul-
tura organoide, com descricao de manutencao funcional por
mais de sete dias a temperatura ambiente.'>">-"°

A melanogénese é um processo complexo, que depende
principalmente da acao da radiacao ultravioleta (UVA e
UVB) sobre a unidade epidermo-melanica, com importante
regulacao paracrina, mas que também sofre interferéncia
de elementos da derme.?®?" A luz visivel (LV) foi descrita
como promotora de melanogénese em fototipos elevados e a
fracao mais biologicamente ativa da LV na pele compreende
a faixa azul-violeta (400-500 nm).?

Neste estudo, objetivamos o desenvolvimento de um
modelo de cultura organoide a partir de um fragmento de
pele com vistas ao estudo da melanogénese induzida por
diferentes radiacoes.

Métodos

O projeto foi aprovado no comité de ética em pesquisa da
instituicao (n° 2.700.889) e todos os participantes preenche-
ram o termo de consentimento antes da inclusao no estudo.

Foram incluidos 10 voluntarios adultos (> 18 anos) aten-
didos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu (SP), que se submeteram a bidpsias da regiao retro-
auricular com punch de 3 mm, sob anestesia local (lidocaina
2%), apds antissepsia com clorexidina alcodlico (2%) e campo
estéril. Os fragmentos foram seccionados no nivel da derme
profunda para evitar grande quantidade de adipocitos que
interferem na completa submersao do fragmento no meio
de cultura.

Os fragmentos cilindricos foram divididos longitudi-
nalmente em duas partes (semicilindros) equivalentes e
armazenadas em meio especifico DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s medium, Sigma Inc, UK),? em frasco plastico trans-
parente estéril, segundo protocolo estabelecido por Ayres,
para cultura organoide (padronizacdo de viabilidade) em
temperatura ambiente (20°C), para posterior dosimetria das
radiacbes para melanogénese.?* Um fragmento foi irradiado
(imediatamente apds a coleta) e o outro, mantido ao abrigo
da luz por 72 horas.
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Os fragmentos foram irradiados com doses crescentes
de UVA, UVB e LV a partir de fontes artificiais de UVB
(230 wW/cm?; fonte FS72T12/UVB/HO), UVA (1270 pW/cm?;
fonte Phillips TL 100 W/10R) e luz LED (110 mW/cm?
na faixa azul-violeta; fonte GBRLUX 200W), com distan-
cia padronizada de 10 cm. As radiacées foram iniciadas
como 166mJ/cm?, 1,270J/cm? e 40J/cm? e acrescidos
20% de radiacdo cada amostra consecutiva, até identificar
pigmentacao diferencial. Foi determinada a absorbancia da
parede dos frascos plasticos para cada radiagdo. Um volume
de 10 mL do meio de cultura foi estabelecido para garantir
a submersao do fragmento.

A viabilidade dos tecidos foi avaliada a partir de para-
metros morfologicos e arquiteturais da histologia (H&E)
e a expressao quantitativa do gene constitucional GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) nas peles
recém-coletadas, versus as cultivadas em 72 horas, por PCR
em tempo real. O gene GAPHD codifica uma proteina ele-
mentar para a execucdo de fungoes celulares basicas (p.ex.,
metabolismo energético), usada comumente como controle
positivo em reacoes de PCR em tempo real, e representa a
manutencao das fungdes metabolicas basais da célula.

A quantificacdo do PCR em tempo real foi feita a partir da
amplificacao do gene-alvo GAPDH por primer e sonda valida-
dos TagMan. Aliquotas do cDNA (3 uL) extraido das amostras
cutaneas foram submetidas a reacdo do PCR com o sistema
TagMan. Cada reacao usou 15 pL do TagMan Gene Expres-
sion Master mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e 1,0

a 1,5pL do conjunto de primers. A amplificacao foi feita
em um equipamento ABI7300 (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA) com parametros padronizados pelo fabricante. Os
dados foram processados pelo SDS Software System 7300 e
os resultados expressos como ciclo limiar (Ct) para determi-
nar a expressao do cDNA do GAPHD a partir do nimero de
ciclos necessarios para atingir o limite de deteccédo do sinal
fluorescente, que foi predefinido entre 0,2 e 0,3.

A pigmentacdo melanica induzida pelas radiacdes foi
padronizada em funcao das doses de cada radiacao em
funcdo do aumento de mais de 10% da pigmentacdo da
camada basal, avaliada por analise de imagem digital das
lAminas coradas pelo Fontana-Masson.?® A padronizacao foi
concluida quando esses critérios fossem atingidos e repro-
duzidos.

Resultados

Padronizou-se a cultura primaria de pele em temperatura
ambiente com meio DMEM. As doses de UVB, UVA e LV que
induziram melanogénese diferencial foram: 166 mJ/cm?,
1,524J/cm? e 40J/cm? (componente luz azul-violeta). A
absorbancia dos frascos plasticos foi de cerca de 50% para
todas as radiacées.

A melanogénese da camada basal pode ser percebida
pela coloracao de Fontana-Masson apos 72 horas de cultura
(figs. 1-3).
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Figura 1
ada; B, cultura irradiada com 166 mJ/cm? de UVB.
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Corte histoldgico de cultura organoide (72 horas) de pele retroauricular (Fontana-Masson, 400x). A, Cultura nao irradi-

50um |

Figura 2
ada; B, cultura irradiada com 1,524 J/cm? de UVA.

Corte histoldgico de cultura organoide (72 horas) de pele retroauricular (Fontana-Masson, 400x). A, Cultura nao irradi-
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Corte histologico de cultura organoide (72 horas) de pele retroauricular (Fontana-Masson, 400x). A, Cultura nao irradi-

Figura 3
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ada; B, cultura irradiada com 40J/cm? de luz visivel (azul-violeta 400-500 nm).
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Figura 4

Expressao génica de culturas organoides (72 horas) de pele retroauricular. Curvas obtidas a partir de amostras ampli-

ficadas por PCR em tempo real para o gene endégeno GAPDH, cujos nimeros de ciclo de amplificacdo dos limiares (Ct) foram

calculados.

No protocolo validado nao foram observados destaca-
mentos epidérmicos, picnose ou necrose de queratindcitos.
Uma das culturas apresentou contaminacdo apos 72 horas e
foi descartada, total de nove pacientes para a padronizacao.

A expressao do gene constitucional GAPHD foi equiva-
lente entre a amostra de pele processada imediatamente
apos a coleta do tecido e a amostra cultivada por 72 horas
no protocolo padronizado (fig. 4).

Discussao

O presente estudo valida uma opc¢éo reprodutivel de baixo
custo para cultura organoide da pele para o estudo da
melanogénese. O modelo padronizado manteve viavel a
funcdo melanocitica por 72 horas sob temperatura ambi-
ente, permite a investigacdo da melanogénese induzida por
diferentes radiacdes. Abundancia tecidual da pele, facil
acessibilidade a coleta de material, manutencao arquite-
tural e funcional incentivam o uso de culturas cutaneas
organoides na pesquisa dermatologica.®'>18.25,26

Culturas de melandcitos sao usadas para estudo de ini-
bidores da melanogénese. Entretanto, em monoculturas,
melanocitos irradiados sintetizam mais feomelanina do que
eumelanina, que depende da interacdo com queratindcitos.
A investigacao de fendomenos ligados a eumelanogénese é
favorecida, portanto, por modelos organoides que mante-
nham a influéncia de diferentes grupos celulares.?*?’

Culturas organoides cutaneas que usam meios ar-liquido
sao mais empregadas no estudo da queratinizacao, enquanto
culturas em suspensao (como a usada neste estudo) permi-
tem melhor perfuséo e viabilidade.'?

Fragmentos de menor dimensdo (p.ex., 2 mm?) tendem
a apresentar maior viabilidade e preservacao arquitetural,
devido a embebicao mais homogénea pelo meio de cultura e
distribuicdo de oxigénio ao tecido.'”?® Em nosso estudo, os
fragmentos de 3 mm foram seccionados ao meio, com ade-
quada preservacao da funcao. Um dos fragmentos que foi
inadvertidamente cultivado sem a seccao longitudinal apre-
sentou evidente picnose nuclear no centro da peca (caso nao
incluido no estudo, dados ndo mostrados).

Modernos meios de conservacao e transporte de tecidos
fornecem subsidio para a formacao de bancos de pele e
também ao desenvolvimento de culturas organoides para
a padronizacdo de experimentos.’*=3' O emprego de soro
bovino aumenta o potencial de viabilidade das culturas,
porém compromete a arquitetura do tecido em funcao do
tempo.'? O cultivo em temperatura corporal (37 °C) também
aumenta a viabilidade do tecido, assim como sua taxa meta-
bolica, potencializa a exploracdo de fendmenos oxidativos
e mitogénicos como os envolvidos na carcinogénese.

Culturas organoides sao mantidas fora da interacao com
o0 organismo, sem estimulos térmicos, neurologicos, hormo-
nais, imunitarios e sofrem hipdxia, o que penitencia suas
propriedades teciduais em funcdo do tempo.'?*? Os desafios
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e estimulos aos fragmentos devem ser impostos precoce-
mente a fim de preservar as respostas de maneira mais
verossimil.

A melanogénese da camada basal oriunda do estimulo
precoce pdde ser percebida de maneira evidente no modelo
proposto. A analise digital da melanogénese basal aumenta
a sensibilidade da percepcao do fenomeno. Curvas de
dose-resposta para cada tipo de radiacao (isoladas ou em
combinacao) devem ser exploradas posteriormente, assim
como a resposta melanogénica no melasma.

Uma limitacao adicional ao uso de fragmentos de pele
total para estudos genémicos acontece pela heterogenei-
dade das células presentes na amostra e o aumento da
expressao de um gene nao pode ser atribuido a um Unico tipo
celular. Para isso, culturas primarias de células, single-cell,
ou técnicas de microdisseccao a laser podem ser usadas.?*

Culturas organoides cutaneas sao mais disponiveis e
de menor custo que culturas 3D, apresentam maior
complexidade arquitetural, contemplam a totalidade de
células residentes (p.ex., endotélio, nervos, mastdcitos)
e matriz extracelular, podem representar mais adequa-
damente diferencas topograficas, permitem de maneira
semelhante manipulacdo genética e metabdlica, assim como
o isolamento celular, e podem ser oriundas primariamente
da dermatose, com possibilidade de comparacao com a pele
normal do mesmo individuo. Por outro lado, apresentam
cinética menos previsivel e ndo podem ser constituidas a
partir de engenharia genética (p.ex., CRISPR, knock-out
genes). Ambas as formas de cultura tém limitacdo experi-
mental em funcao do tempo e nao mantém o microbioma
cuténeo.' Essas caracteristicas devem ser ponderadas na
escolha de modelos experimentais, que devem ser adequa-
damente padronizados e validados para cada intervencao.

A irradiacdo da luz solar, ao meio dia, no interior do
Brasil (latitude: 22°53°09°S; longitude: 48°26’°42’’W; alti-
tude: 804 m; dia 09-dez-2018), foi de 0,5 mW/cm? (UVB),
1,7 mW/cm? (UVA) e 0,2W/cm? (luz azul-violeta). Isso leva
a hipétese de que menos de 15 minutos de exposicdo solar
desprotegida potencialmente induziriam a pigmentacao da
camada basal, guardadas as limitacées da comparacao com
as radiacoes independentes, enquanto o efeito das radiacoes
combinadas, ou com diferentes regimes de fotoprotecao,
podem apresentar comportamentos diferentes.

Estudos experimentais in vivo resultaram em pigmen-
tacdo cutanea efetiva a partir de 40J/cm? em individuos
melanodérmicos (Fitzpatrick IV e V), mas nao em fototipos
claros. Ja a pigmentacao por UVA1 (340-400nm) pode
ser percebida a partir de 5J/cm? em participantes com
fototipos mais escuros.>*

Radiacées solares representam um continuum de
frequéncias eletromagnéticas que interagem com os tecidos
bioldgicos e promovem estimulos diversos.*® Por razdes de
sistematizacdo, os efeitos biologicos das radiacdes sdo estu-
dados a partir de comprimentos de onda separados, porém
ha certa interacao entre eles.*® No caso da pigmentacao
cutanea, a LV promove maior intensidade e persisténcia a
pigmentacao induzida pelo UVA1.2%%7

As fontes de UVA, UVB e LV deste estudo promoveram
irradiacoes independentes, ja que nao apresentaram leitu-
ras significativas dos outros comprimentos de onda (dados

nao mostrados). Isso pode ser relevante porque estudos
classicos de pigmentacdo, como o de Mahmoud et al.,
empregaram fontes de LV que emitiam 0,19% de UVA e
1,5% de infravermelho; assim como fontes de UVA1, que
apresentavam 0,12% de UVA2 e 0,0001% de UVB.** O efeito
da heterogeneidade das radiacées nos grupos dificulta sua
comparacao com resultados de fontes homogéneas.

Conclusao

Foi padronizado um modelo de cultura organoide para
avaliacao da melanogénese induzida por UVB, UVA e LV.
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