PELE 3D

Com caracteristicas similares a pele humana, os modelos reconstruidos em
laboratério estao entre os métodos alternativos aos testes realizados em animais,
que serdo proibidos no pais a partir de 2019

por Erica Franquilino

aior assertividade, reducdo de testes clinicos

em humanos e a possibilidade de testar varias

formulac¢des — para identificar as mais seguras e

eficazes — estdio entre as vantagens apresentadas
pela pele reconstruida em laboratorio, também chamada de 3D
ou equivalente.

Nos tltimos anos, empresas e universidades vém se dedi-
cando ao desenvolvimento da tecnologia para a produgdo desses
materiais no pais. Em 2019, entrara em vigor uma resolug@o
do Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal
(Concea), 6rgao do Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes
e Comunicagoes (MCTIC), que obriga fabricantes de cosméticos
aadotarem métodos alternativos — validados e internacionalmen-
te aceitos —ao uso de animais em testes para a criagdo de produtos.

Em setembro de 2014, o Conselho listou 17 métodos alter-
nativos para reduzir, substituir ou refinar o uso de animais em
atividades de pesquisa, sendo dois deles a utilizagdo de epiderme
humana equivalente. A partir da publicacdo da lista no Diario
Oficial da Unido, foi estabelecido o prazo de cinco anos para
a substitui¢do obrigatoria do método original pelo alternativo.
Logo, as empresas terdo até setembro de 2019 para abolir total-
mente os testes em animais, cujos métodos alternativos ja foram
reconhecidos.

Apele 3D ¢é desenvolvida a partir de células humanas e tem
morfologia e fisiologia similares ao tecido humano. Além dos
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testes para cosméticos e produtos de higiene pessoal, esse tipo
de material ¢ um meio para a validacdo de novos medicamentos
e para estudos sobre o mecanismo de acdo de determinadas
doengas, como o cancer de pele. A pele reconstruida também
pode ser um recurso importante no tratamento de queimaduras
e de algumas doengas dermatoldgicas. Sao muitas as possibili-
dades, razdo pela qual, em varias partes do mundo, institutos de
pesquisa vém se dedicando ao estudo e desenvolvimento desse
tipo de material.

Na industria cosmética, a L’Oréal tem reconstruido modelos
de pele humana em laboratdrios, para elaborar testes de segu-
ranga, desde 1979. Nos anos 1970, pesquisadores da companhia
estudavam os mecanismos que levam a pele a se regenerar em
um hospital para o tratamento de pessoas queimadas em Lyon,
na Franga. As pesquisas levaram a criagdo de técnicas para a
reconstrucdo da pele, a partir da doacdo de células humanas.

No inicio dos anos 1980, um bidélogo da companhia recons-
truiu com sucesso uma epiderme humana. “Desde entdo, modelos
de pele se tornaram gradativamente mais complexos e apresen-
taram caracteristicas sempre mais proximas da pele humana em
seu estado natural”, informa a empresa, que parou de testar seus
produtos em animais em 1989.

Atualmente, a multinacional lidera o mercado de pele
artificial com os modelos Episkin e Skinethic, distribuidos
em kits a pesquisadores e empresas. Outras companhias com
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atuagdo expressiva nessa area sdo a
norte-americana MatTek e o Insti-
tuto Fraunhofer IGB, na Alemanha.
“Hoje, a L’Oréal possui uma duzia
de modelos de pele e outros tecidos
(cornea, gengiva e mucosa pulmo-
nar) reconstruidos”, diz a compa-
nhia. Todos os modelos permitem a
avaliac@o de matérias-primas, ingre-
dientes ativos e produtos acabados,
em forma soélida, liquida, em po,
creme ou gel. O centro de pesquisa
em Gerland, perto de Lyon, produz anualmente 130 mil unidades
de tecido reconstruido.

Desde 2012, a L’Oréal € o Instituto D’Or, no Rio de Janeiro,
tém trabalhado juntos para explorar a cultura celular e a biolo-
gia de células-tronco. Em 2016, eles ampliaram o escopo dos
trabalhos para a engenharia de tecidos e a reconstrucgdo de pele
humana. A parceria tem fins de pesquisa cientifica e estudo da
tecnologia.

Os modelos nacionais de pele humana reconstruida em
laboratorio comegaram a ser desenvolvidos no inicio dos anos
2000. Em 2003, a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Uni-
versidade de Sao Paulo (FCF-USP) deu inicio a um projeto de
reconstrucao de pele humana em laboratdrio, coordenado pela
bidloga Sylvia Stuchi Maria-Engler, docente em Citopatologia
Clinica do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
da FCF. Sylvia finalizou seu primeiro modelo de epiderme equi-
valente em 2006. Atualmente, a FCF capacita profissionais de
empresas do setor cosmético interessadas em receber treinamento
para o desenvolvimento da tecnologia.

A pele reconstruida em laboratdrio no Brasil € proveniente
de células humanas presentes em fragmentos de pele descartados
de cirurgias plasticas. A Lein®9.434, de 4 de fevereiro de 1997,
que diz respeito a remocao de 6rgios, tecidos e partes do corpo
humano para fins de transplante e tratamento, proibe o comér-
cio de pele humana. Ela permite, portanto, a doago de tecidos,
orgaos e partes do corpo humano — em vida ou apds a morte.

Reportagem publicada na Revista Fapesp em julho de 2016
informa que a legislacdo permite a importagdo desse tipo de
material, embora o procedimento nem sempre seja viavel. “Por
ser material vivo e, portanto, perecivel, os fragmentos de pele
contidos nos kits tém validade de poucos dias. E muito comum
enfrentarmos problemas na alfandega, o que, na pratica, invia-
biliza a importagdo”, afirmou a bidloga Sylvia a publicagao.

Autilizagdo de pele oriunda de cirurgias plasticas ¢ feita com
o consentimento do doador e precisa ter a aplicacdo aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), um colegiado multidis-
ciplinar e independente, com papel consultivo e educativo, que
deve existir nas institui¢des que realizam pesquisa envolvendo
seres humanos no Brasil.

Na industria cosmeética

O Grupo Boticario foi o primeiro fabricante brasileiro de cos-
méticos a desenvolver um material equivalente a pele humana,
que comegou a ser utilizado em 2015. “Excluimos o uso de ani-
mais nos testes de cosméticos no ano 2000 e, desde entdo, nossos
pesquisadores dedicam esforgos e conhecimento na busca de
parceiros e tecnologias que tragam seguranga, agilidade e eficacia
paranosso processo de avaliagdo de produtos, além de promover

o tema na sociedade e estimular um
ciclo virtuoso de pesquisa e desenvol-
vimento de métodos alternativos para
este fim”, destaca Marcio Lorencini,
gerente de pesquisa biomolecular do
Grupo Boticario.

Nesse processo, a primeira aposta
foram os testes in vitro de menor com-
plexidade e, posteriormente, a pele
3D, inspirada em uma tecnologia ja
utilizada em outros paises. “Como o
processo de importagdo inviabilizava
a aplicacdo no Brasil, a solugdo foi desenvolver um modelo
proprio, de acordo com nossas necessidades e dentro dos nos-
sos laboratorios, no Centro de P&D em Sio José do Pinhais, no
Parana”, comenta.

Em laboratdrio, as células de tecidos descartados de cirurgias
plasticas sdo isoladas, e a pele vai sendo formada, camada por
camada, tal como a pele humana. O primeiro passo ¢ a construgao
da derme, composta por fibroblastos, que sdo responsaveis pela
produgdo de proteinas — como coldgeno e elastina —, que dao
firmeza e elasticidade a pele. A préxima camada a ser formada é
a epiderme, composta por células denominadas queratinécitos,
responsaveis pelas fung¢des de barreira e prote¢do do corpo, e
também por melandcitos, que dao coloragao a pele.

O material ¢ utilizado tanto para a escolha de ingredientes
que serdo usados nas formulag¢des, quanto para a avaliagdo de
seguranga dos produtos — cremes, logdes e maquiagens. “Com
essa tecnologia inovadora, ¢ possivel realizar varios testes num
mesmo lote de pele reconstituida, que dura sete dias, em vez das
72 horas dapele in natura”, afirma. A pele 3D permite maior am-
plitude e assertividade nos testes, uma vez que € elaborada a partir
de um pool de células de varios individuos. Além de substituir os
testes em animais, a tecnologia “reduz o nimero de testes com
humanos e confere maior fidelidade e confiabilidade aos testes
dos produtos, com possibilidade de testar varias formulagdes ¢
escolher a melhor em relagdo a eficacia”, aponta.

No Grupo Boticario,
modelos de pele 3D sédo
utilizados desde 2015

A técnica permite usar células de diferentes idades e fototi-
pos, possibilitando a elaboracdo de tecidos com caracteristicas
diferenciadas, como peles envelhecidas e com pigmentacgdes
variadas. “Com isso, € possivel assegurar eficacia, por exemplo,
para produtos antienvelhecimento direcionados para uma faixa »
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etaria especifica. Células de pessoas de 60 anos podem ser utilizadas para comprovar
atributos relacionados ao publico dessa idade”, explica.

Lorencini destaca a importancia de uma rede colaborativa para o desenvolvimento
de novas tecnologias em métodos alternativos e a disseminag@o desse conhecimento.
“A decisdo de pesquisar e produzir o modelo em nosso proprio laboratorio incentivou
o0 pais a investir e apostar ainda mais nesta linha de pesquisa, que tem ganhado maior
visibilidade e apoio entre as empresas, ndo apenas de nosso setor. Mas nossa motivagao
ndo para por ai. O sucesso da pele 3D nos estimulou a buscar novas parcerias, como no
caso de Organs On Chips”, ressalta.

Desenvolvida por uma startup alema, a tecnologia Organs On Chips comegou a ser
testada pelo grupo em 2016. “Ela complementa nossos modelos alternativos prévios,
simulando 6rgdos ou sistemas vitais do corpo humano, conectados por meio de um
modelo que simula a corrente sanguinea. Ou seja, os testes feitos com a pele 3D poderdo
tornar-se mais sofisticados, a ponto de melhorar a previsibilidade de respostas inde-
sejadas na fase de testes,
como reagdes alérgicas,
aumentando a seguranga
e a qualidade dos produ-
tos”, informa.

Os modelos de pele
reconstituida podem ter
uma estrutura comple-
ta, formada por derme
e epiderme, ou apenas
pela epiderme. Samara
Eberlin, farmacologista
da Kosmoscience, ressal-
ta que, nos modelos nos
quais sdo usados apenas
um tipo celular — os que-
ratindcitos, que sdo os
principais responsaveis
pela formagao da epiderme —, a pele recriada em laboratério “fica limitada auma tinica
camada do tecido cutaneo”.

“Os modelos mais utilizados sdo aqueles elaborados apenas com os queratindcitos
[...]. Nomodelo de pele humana ex vivo, que utilizamos na Kosmoscience, sdo realizados
cortes padronizados dos fragmentos provenientes de cirurgia plastica, de tal forma que
sejam incluidos no sistema-teste tanto a epiderme quanto a derme, garantindo assim
uma melhor representacdo da variedade celular encontrada na pele humana, incluindo,
além dos queratinocitos, também fibroblastos, melandcitos e células de Langerhans,
dentre outras”, descreve.

Ela acrescenta que, atualmente, os ensaios que mais utilizam a epiderme equiva-
lente sdo os de seguranga preconizados pela OECD, na qual estes modelos de pele
estdo validados. “Entretanto, para o modelo de pele humana ex vivo, um grande leque
de oportunidades se abre, justamente por este modelo contemplar maior variedade de
células. Neste sistema-teste, podemos realizar uma infinidade de ensaios referentes a
eficacia de produtos de uso topico, que contemplam desde testes referentes a barreira
cutanea, pigmentacao, resposta inflamatoria e envelhecimento, até a possibilidade da
inducdo em microambientes especificos, como exposi¢do a radiacdo UV, radiagdo
infravermelha, luz visivel ou luz azul, ou mimetiza¢ao de um ambiente de dermatite
atopica, por exemplo.”

Samara menciona que, além da faixa etéaria e determinados fototipos, os critérios
de inclusdo podem ser bastante especificos, dependendo do requisito do ensaio. “Se
o produto for um creme para a area dos olhos, podemos determinar como critério de
inclusdo fragmentos de pele obtidos de bleferoplastia [cirurgia para corre¢do de defeito
palpebral]. Se quisermos avaliar a capacidade de um tonico capilar prevenir a queda do
cabelo, podemos utilizar fragmentos de pele obtidos de ritidoplastia, tipo de cirurgia
[para eliminag@o de rugas] na qual é comum obter uma faixa do escalpo, ¢ avaliar esse
microambiente apos o tratamento com o produto”, ilustra.
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PASSO A PASSO

Rodrigo Vieira, diretor de
pesquisa da Invitrocell, sinteti-
za as principais etapas para o
desenvolvimento da pele 3D na
empresa, que atua na area de
biologia celular e molecular no
Grupo Investiga. O grupo tam-
bém abrange os negdcios Aller-
gisa, Perception e Dosage. As
etapas sao:

1 - Coleta de pele proveniente
de cirurgias plasticas

E necessario o consentimen-
to do doador e a aprovacéo do
Comité de Etica e Pesquisa.
Imediatamente apds a remocgéao
cirurgica, as peles sao colocadas
em meio nutritivo e mantidas re-
frigeradas até a sua manipulagéo
no laboratério. “Nesta etapa, é
importante que as peles sejam
manipuladas em um periodo
maximo de seis horas, a fim de
garantir que as células perma-
negam viaveis”, aponta Vieira.

2 - Desagregacéo do tecido

Ja em laboratério, as peles
sdo mergulhadas em solugdes
enzimaticas que desagregam os
tecidos, separando os diferentes
tipos celulares (queratinécitos,
fibroblastos e melandcitos).

3 -Amplificacdo do numero de
células

Nesta etapa, as células séo
expandidas para a criagao de
um biorrepositério de células. As
células sao fracionadas e con-
geladas até o momento do uso.

4 — Areconstrugao da pele

As células do biorrepositorio
sado descongeladas e amplifica-
das para a obten¢do do numero
de células necessarias para a
construgao do tecido 3D. Em se-
guida, as células da derme e da
epiderme séao cultivadas sobre
matriz de colageno, onde per-
manecem em crescimento por
um periodo de aproximadamente
15 dias. Ao final deste processo,
aamostra de tecido reconstruido
in vitro podera ser utilizada para
estudos de avaliagao de segu-
ranca e eficacia de produtos. A
metodologia completa tem dura-
céode 60 a 90 dias.®
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