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epitelial dos modelos biomiméticos de cornea, bem como a comparagéo
histomorfolégica do mesmo com a cérnea humana.

Figura 19: Fotomicrografias demonstrando a imunolocalizagcdo da proteina
Pan-citoqueratina no modelo 3D e no tecido epitelial de cérnea humana.

Figura 20: Fotomicrografia demonstrando a imunolocaliza¢@o das proteinas
CD44 e a-tubulina; Ki-67 e colageno tipo I no modelo 3D e no tecido
epitelial de cérnea humana.

Figura 21: Representacdo grafica da Resisténcia Transepitelial (TEER) do
modelo biomimético de cornea durante sete dias de avaliacao.

Figura 22: Viabilidade tecidual dos modelos epiteliais 24 horas apds
exposicdo as diferentes substancias-teste, de acordo com a classificacdo
pelo sistema UN GHS.

Figura 23: Viabilidade tecidual dos modelos epiteliais 24 horas apés
exposicdo as diferentes substancias-teste agrupadas nas diferentes
categorias do UN GHS, conforme o potencial de irritagdo ocular, avaliada
por meio do método de reducdo do MTT.

Figura 24: Representacdo grafica dos valores de absorbancia obtidos
mediante a avaliacdo de 12 diferentes lotes do modelo biomimético de
cérnea, obtidos por meio da técnica de reducdo do MTT.

Figura 25: Producdo de IL-18 pelo modelo epitelial 24 horas apds a
exposi¢cdo as diferentes substancias-teste, de acordo com a classificacao
pelo sistema UN GHS.

Figura 26: Producdo de IL-1B pelo modelo epitelial 24 horas apés
exposicdo as substancia teste agrupadas nas diferentes categorias do UN
GHS, de acordo com o potencial de irritacdo ocular, a qual foi obtida
empregando-se o método de ELISA.

Figura 27: Citotoxicidade das amostras comerciais de Hena de
sobrancelha 1(A), 2(B), 3 (C), 4 (D) e 5(D) sobre os queratinécitos HaCat,
obtida por meio do método de reducao do MTT.

Figura 28: Producéo de IL-1B pela linhagem de queratindcitos HaCat apos
24 horas de exposicdo a CV80 das diferentes amostras de Hena de
sobrancelha.

Figura 29: Viabilidade tecidual dos modelos epiteliais 24 horas apoés
exposicdo as amostras comerciais de Hena de sobrancelha.
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RESUMO

Desenvolvimento de modelo biomimético de cérnea para avaliacdo da toxicidade
ocular de produtos farmacéuticos: perfil inflamatério, caracterizacédo e
aplicabilidade.

Silva, A. C. G.%: Valadares, M. C.}

!l aboratdrio de Farmacologia e Toxicologia Celular (LFTC), Faculdade de Farmacia, Universidade Federal
de Goias.

Introducdo: A avaliagdo da toxicidade ocular de produtos cosméticos tem sido
mundialmente realizada mediante a utilizacdo de métodos alternativos desde que a
experimentacdo animal foi proibida para esse fim em muitos paises. Nesse contexto, 0s
modelos epiteliais reconstruidos tém sido internacionalmente utilizados para essa
finalidade, os quais ndo encontram-se disponiveis no Brasil por questdes burocraticas que
limitam a importacdo e utilizacdo dos mesmos no territério nacional. Objetivo: Neste
estudo, foram propostos uma plataforma de avaliagdo baseada em alteracdes celulares
inflamatdrias ocasionadas pela exposicdo a agentes irritantes oculares, bem como o
desenvolvimento de um modelo biomimético de cornea a partir de queratindcitos
humanos, o qual foi caracterizado e avaliado quanto a aplicabilidade para aplicacdo em
estudos de toxicidade ocular. Metodologia: O perfil inflamatério dos queratindcitos HaCat
foi determinado apds exposicdo a 13 diferentes substancias quimicas, com diferentes
perfis de irritagdo ocular (irritantes e ndo irritantes), por meio das técnicas de Cytometric
Bead Array (CBA) e ELISA. Os modelos 3D foram obtidos mediante o cultivo da linhagem
HaCat sobre uma matriz de coladgeno tipo |, em interface ar-liquido por cinco dias. A
caracterizacdo morfolégica do modelo foi realizada por meio de coloracdo com
Hematoxilina-eosina e a expressao de biomarcadores do tecido epitelial da cornea
utilizando-se imunofluorescéncia indireta. A avaliagdo da capacidade preditiva do modelo
foi realizada mediante exposicdo deste as substancias supracitadas, com posterior
avaliacdo da viabilidade tecidual. Por fim, a aplicabilidade do sistema para avaliacdo de
misturas foi verificada avaliando-se cinco amostras de Hena de sobrancelha
comercializadas, sendo consideradas nao irritantes pela auséncia de rotulagem
adequada. Resultados e discussao: Foi estabelecida correlacdo qualitativa e
guantitativa em relacdo ao perfil inflamatdrio e & severidade das substéancias teste
avaliadas. O modelo desenvolvido apresentou morfologia e expressao de biomarcadores
semelhantes aos padrées encontrados na cérnea humana, de modo que a viabilidade
tecidual apos a exposicao as substancias reduziu de maneira diretamente proporcional ao
potencial irritante das mesmas. Ademais, das cinco amostras de Hena avaliadas, o
modelo classificou quatro como irritantes moderados ou leves. Conclusédo: O modelo
epitelial desenvolvido apresentou caracteristicas morfologicas e funcionais semelhantes
as da cérnea humana, permitindo a distingdo entre substancias irritantes e néo irritantes,
sendo também aplicivel a investigacao da toxicidade ocular de misturas botanicas.

Palavras-chave: Caracterizagcdo morfofuncional; Modelo biomimético de cérnea; Perfil
inflamatorio; Toxicidade ocular.

Agradecimentos: LFTC, CNPQ, CAPES, FINEP.



ABSTRACT

Biomimetic corneal model for assessment of pharmaceutical products eye toxicity:
inflammatory profile, characterization and applicability.

Silva, A. C. G.%: valadares, M. C.}

!Laboratory of Cell Pharmacology and Toxicology (LFTC), Faculty of Pharmacy, Federal University of Goias
(UFG).

Introduction: Cosmetic products eye toxicity assessment has been performed worldwide
using alternative methods since animal testing has been banished for this purpose in many
countries. In this context, reconstructed epithelial models have been used internationally
for these evaluations, which are not available in Brazil due bureaucratic issues that limit
their acquisition and use in national territory. Objective: In this work, an evaluation
platform based on cellular inflammatory changes caused by exposure to eye irritants was
proposed, as well as the development of a biomimetic corneal model from human
keratinocytes, which was characterized and evaluated for applicability in ocular toxicity
studies. Methods: Inflammatory profile of HaCat keratinocytes was determined after
exposure to 13 different chemicals with different classification for ocular irritation (irritants
and non-irritants) using Cytometric Bead Array (CBA) and ELISA methods. 3D models
were obtained by cultivating HaCat cell line onto a collagen type | matrix, in air-liquid
interface for five days. Morphological characterization was carried out through
Hematoxylin-eosin staining and corneal epithelial biomarkers expression was assessed
using indirect immunofluorescence. Predictive capacity assessment was performed by
exposure of model to test substances with subsequently tissue viability assessment.
Finally, applicability of system was verified by testing five marketed eyebrow Henna
samples which were considered non-irritants due the lack of adequate labelling. Results
and Discussion: A qualitative and quantitative correlation was established regarding the
HaCat cells inflammatory profile and eye irritation degree of evaluated substances. The
epithelial model presented similar morphology and biomarkers expression patterns similar
to the found in human corneal epithelium, so that tissue viability after exposure to test
substances reduced proportionately to the irritant potential of them. Furthermore, 3D
model classified four of the five evaluated Henna samples as moderate or mild irritants.
Conclusion: The developed epithelial model presented morphological and functional
properties similar to those founded in human corneal epithelium, which enabled the
distinction between irritants and non-irritants and it is also applicable to the investigation of
botanical mixtures ocular toxicity potential.

Key-words: Morphofunctional characterization; Biomimetic corneal model; Inflammatory
profile; Ocular toxicity.

Acknowledgement: LFTC, CNPQ, CAPES, FINEP.



1 INTRODUCAO

1.1 — Estrutura morfofuncional do sistema éptico

1.1.1 - O olho:
O olho constitui o principal érgao do sistema fotorreceptor, sendo responsavel pela

captacao da luz ambiente, geracao de impulsos nervosos na retina e conducéo destes ao
Sistema Nervoso Central, no qual os sinais Opticos sdo convertidos em impulsos neurais,
resultando no processo da visdo. Anatomicamente, o globo ocular situa-se dentro da
oOrbita, sendo externamente envolto por duas proje¢cdes musculo-cutaneas denominadas
palpebras, as quais possuem cilios e glandulas sebaceas, responsaveis pela protecao
mecanica e manutencédo da lubrificacdo ocular, respectivamente (SMERDON, 2000).

O globo ocular (Figura 1) € composto por trés envoltorios principais, sendo a
camada mais externa composta pela esclera e pela cornea, a tinica média ou vascular
pelo corpo ciliar e pela iris e a camada interna pela retina, que se comunica diretamente
com o0 nervo optico. Internamente, logo abaixo da cérnea, encontra-se o cristalino, o qual
trata-se de uma lente biconvexa transparente sustentada pela zénula ciliar e € recoberto
externamente pela iris. Entre a cornea e o cristalino existe uma cavidade denominada
camara anterior, que € preenchida pelo humor aquoso, responsavel pela nutricdo das
estruturas avasculares presentes na por¢édo anterior do olho. A cavidade interna do 6rgao
€ preenchida pelo corpo vitreo, o qual tem o0 aspecto de um gel transparente composto
basicamente por agua e acido hialurénico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A iris, que recobre anteriormente o cristalino e também esta em intimo contanto
com a coOrnea, possui uma estrutura musculo-fibrosa, responsavel pela regulacdo do
didmetro de seu orificio circular central, a pupila, o qual € controlado pela acéo direta do
Sistema Nervoso Autbnomo. Adicionalmente, a iris € posteriormente recoberta por uma
camada de melandcitos, que conferem a cor aos olhos de acordo com a quantidade de
melanina produzida e € responséavel por evitar a entrada de luminosidade excessiva na
porcao ocular interna (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A conjuntiva, por sua vez, recobre a superficie ocular externamente e se inicia
anatomicamente na porcao interna das palpebras, estendendo-se até a porcéo posterior

da orbita, recobrindo a superficie externa da esclera (SMERDON, 2000). Essa estrutura
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acessoria possui uma rede vascular responsavel pela nutricdo e manutencédo da umidade
da superficie ocular, a qual também é componente importante da resposta inflamatéria
induzida por agentes irritantes ou disturbios patologicos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
FUKUDA; FUKUSHIMA, 2017).

Figura 1: Representacao esquematica do globo ocular, bem como dos seus principais constituintes.
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Fonte: Adaptado de JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013.
1.1.2 — A cornea:

A cornea € o componente mais externo do globo ocular e separa o ambiente
externo da porgdo interna do olho. Com diametro médio de 11mm e espessura meédia de
600um, a cornea humana € composta histologicamente por cinco estratos distintos:
epitélio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet e endotélio (Figura 2)
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013);

O epitélio € composto por 5-7 camadas de células epiteliais, cujas células basais
mostram-se mitoticamente ativas e sdo ancoradas diretamente sobre a membrana basal,
seguida por 2-3 camadas das chamadas “wing cells”, de modo que as células superficiais
adquirem uma morfologia pavimentosa, ndo sendo observado nenhum grau de
queratinizacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; HERTSENBERG; FUNDERBURGH,
2015). Estima-se que a renovacao epitelial ocorra a cada 7-10 dias e é desempenhada

tanto pelas células da camada basal quanto pelas células tronco epiteliais do limbo, as
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quais migram para a regido central da cérnea e contribuem para a manutencdo da
integridade epitelial (HERTSENBERG; FUNDERBURGH, 2015).

A membrana de Bowman consiste em uma camada de cerca de 10-15um de
espessura e situa-se imediatamente abaixo do epitélio. E composta basicamente por
fibrilas de colageno tipo 1V, formando uma estrutura rigida e desprovida de células que
confere rigidez e resisténcia a cérnea (LOTZ et al.,, 2016). Abaixo da membrana de
Bowman inicia-se o estroma, o qual possui espessura média de 500um e é constituido por
uma rede densa de fibras colagenas (Tipo | e V) orientadas paralelamente, cuja
organizacdo tridimensional confere transparéncia e translucidez ao tecido. As fibras
colagenas estdo entremeadas por proteoglicanos e fibroblastos especializados na sintese
e manutencdo da matriz extracelular estromal, bem como pelo reparo de lesbes que
atinjam esse estrato (FINI, 1999; JESTER et al., 1999; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A membrana de Descemet situa-se na porcdo inferior da coérnea e separa o
estroma do endotélio, possuindo cerca de 10um de espessura e sendo composta
basicamente por uma rede tridimensional de colageno tipo VIII. O endotélio, por sua vez,
é formado por uma Unica camada de células pavimentosas e se mantém em direto
contato com o humor aquoso. Essa camada possui a funcdo de manter o equilibrio hidrico
da cérnea, possibilitando a difusdo de nutrientes do humor aquoso para o interior do
tecido e evitando a entrada excessiva de 4gua no interior do estroma, 0 que evita a
formacdo de edemas e contribui diretamente para a manutencdo da transparéncia do
tecido (HERTSENBERG; FUNDERBURGH, 2015).

Figura 2: Representacdo esquematica da cornea humana, bem como dos diferentes estratos e
componentes celulares desse tecido.
Células

epiteliais
(Cornedcitos)

® e © o o
L ® & o [ Epitélio
® ©® ® o o
Membrana de Bowman

Fibroblastos ——="> — T e =

Estroma

?——-} Endotélio

Células
endoteliais

Membrana de Descemet

Fonte: O autor.

24



1.2 —Irritacdo ocular

1.2.1 — Fisiopatologia e bases celulares/moleculares:

A irritacdo ocular € um fenbmeno que ocorre mediante a exposicdo dos olhos a
diferentes agentes agressores quimicos ou fisicos, cujos sintomas clinicos podem variar
desde desconforto leve, hiperemia, prurido, perda da acuidade visual, levando a cegueira
irreversivel em alguns casos. A fisiopatologia desse processo esté estritamente relacionada a
acao citotoxica e/ou pro-inflamatoria de tais agentes sobre os diferentes componentes do
sistema O¢ptico, as quais resultam nas manifestacdes clinicas supracitadas em individuos
acometidos (MacNAMEE, et al. 2009; WILSON; AHEARNE; HOPKINSON, 2015).

Considerando-se as bases mecanisticas do processo de irritacdo ocular, a cérnea é o
componente éptico mais estudado para a compreenséo de tal alteracéo patologica. Estudos
mostram que a profundidade do dano nesse tecido se correlaciona diretamente ao grau de
severidade do agente irritante, sendo que a citotoxicidade sobre os diferentes tipos celulares
presentes nesse tecido € o principal parametro alterado mediante a exposicdo a agressores
quimicos e fisicos (MAURER et al., 2001; MAURER; PARKER; JESTER, 2002).

Admite-se que o mecanismo de morte celular desencadeado, bem como os tipos
celulares acometidos e 0s processos histopatoldgicos resultantes podem ser diferentes
guando se considera a natureza quimica do agente causal. Substancias com potencial
oxidante atuam por meio da lise das células epiteliais da cornea, o que ocorre mediante a
deplecao dos diferentes sistemas antioxidantes presentes no tecido ocular (CROUCH; LING;
HAYDEN, 1988; HAYDEN et al., 1990). Surfactantes ibnicos e ndo-idnicos, por sua vez, estao
associados a precipitacéo de proteinas e, em alguns casos, lise celular, resultando na reducéo
do tamanho dos cornedcitos e, consequentemente, da espessura epitelial, bem como com o
acometimento de fibroblastos do estroma (MAURER et al., 2001; MAURER; PARKER,;
JESTER, 2002).

Substancias alcalinas tendem a induzir a saponificagdo dos fosfolipideos de
membrana, o que conduz a ruptura das células epiteliais, enquanto agentes acidos atuam por
meio da coagulacdo e precipitacdo de proteinas. Os valores de pH também influenciam na
acao irritante de substancias catidnicas, as quais em meio alcalino reagem com o0s
grupamentos carboxila do colageno e dos glicosaminoglicanos presentes no estroma,
resultando em maior severidade e profundidade de dano (WAGONER, 1997). Solventes

organicos, em contrapartida, atuam sobre a cérnea de maneira imediata, causando perda total
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ou parcial das células epiteliais, ndo induzindo grandes alteracbes no estroma por nao
possuirem reatividade quimica com os componentes teciduais desse estrato (GRANT, 1974;
MAURER et al. 2001; ESKES, 2005).

O estroma possui importante papel na resposta tecidual a agentes irritantes, pois
substancias que comprometam a viabilidade ou metabolismo dos fibroblastos, bem como o
arranjo das fibras colagenas da matriz extracelular podem comprometer a transparéncia da
cornea e, consequentemente, a chegada de luz na retina, culminando em diminuicdo da
acuidade visual (JESTER et al., 1999). O reparo de lesdes estromais oriundas de agressoes
guimicas ou fisicas ocorre através da acao dos fibroblastos, os quais passam por alteraces
morfofuncionais e participam da sintese de colageno tipo | e IV, bem como do remodelamento
da matriz extracelular por meio da expresséo de enzimas como a colagenase e diversos tipos
de metaloproteases, culminando em alguns casos no processo de cicatrizacao e fibrose local
(FINI, 1999).

Além das altera¢Bes histopatolégicas mencionadas, a inflamacdo deve ainda ser
considerada como o evento final que sucede tais observacbes e contribui para as
manifestacdes clinicas da toxicidade ocular. A injdria quimica ocasiona a liberagcéo de fatores
guimiotaticos pelas células epiteliais e estromais, culminando na migracao de leucécitos para
0 estroma, o0 que é facilitado pela expressao de moléculas de adeséo, podendo ser observado
um padrdo composto por células mononucleares e polimorfonucleares (MICHAEL;
WAGONER, 1997).

1.2.2 — Avaliacdo in vivo do potencial de irritacdo ocular de substancias quimicas e
misturas:

De acordo com o Test Guideline N.405 da OECD (Organization for Economic Co-
operation and Development) (2017), que dispde sobre o teste de irritagdo/corrosdo ocular
aguda, substancias ou misturas irritantes sdo caracterizadas por causarem danos reversiveis
a uma ou mais das estruturas oculares (cérnea, conjuntiva e iris), de modo que para 0s
corrosivos, tais alteracbes mostram-se irreversiveis (OECD, 2017a).

Devido a localizacao, estrutura fisiologica e sensibilidade do globo ocular, a exposicao a
substancias quimicas de diversas classes, incluindo medicamentos de uso oftalmico,
cosméticos, produtos de limpeza e higiene pessoal, pode ocorrer de maneira acidental ou

incidental, de modo que a irritacdo ocular tornou-se um parametro de avaliagdo mandatoria
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para qualquer substancia, material ou produto que possa vir a entrar em contato com os olhos
(WILSON; AHEARNE; HOPKINSON, 2015).

Tal obrigatoriedade foi historicamente estabelecida mediante a ocorréncia de eventos
gue demandaram pela garantia da seguranca de produtos de modo prévio a sua inser¢ao no
mercado. O marco da toxicologia ocular que primou por tal concepcao ocorreu em 1933,
guando uma consumidora de 38 anos de idade tornou-se irreversivelmente cega apos a
utlizacdo de um rimel que continha em sua composicdo 0 corante sintético
parafenilenodiamina, o qual induziu uma reacdo ocular que se iniciou com hipersensibilidade,
progredindo para ceratite bilateral com secundéaria infeccdo bacteriana. Tal fato motivou
agéncias reguladoras internacionais, como o FDA (Food and Drug Administration) e o EPA
(Environmental Protection Agency) a legislarem sobre a analise da toxicidade ocular de
produtos previamente a sua livre comercializacdo, o que requeria o desenvolvimento de um ou
mais métodos para a realizacao de tais avaliagbes (WILHELMUS, 2001).

Diante desse cenario, em 1944 o farmacologista John Draize publicou um estudo no
qual descreveu um protocolo para a avaliagdo do potencial de irritacdo e corrosdo dérmica e
de membranas mucosas, o qual foi adotado pelo FDA em 1964 como método padrdo para a
investigacdo de tais parametros. A partir de entdo, o teste de Draize, como passou a ser
chamado, foi eleito mundialmente como método de escolha para analises toxicoldgicas
oculares e dérmicas, sendo amplamente utilizado para cosméticos, medicamentos, misturas
agroquimicas, produtos de limpeza, entre outros (WILHELMUS, 2001).

O teste consiste previamente na administracdo de analgésicos e anti-inflamatorios nos
animais utilizados, com posterior aplicacdo de 0,1mL ou 0,1g da amostra diretamente no saco
conjuntival de um dos olhos de coelhos albinos, a qual permanece em contato com 0 mesmo
por até 24 horas. A primeira avaliacdo deve ser realizada uma hora apds a exposicao,
seguindo-se com avaliacdes diarias que devem se estender pelo periodo de 21 dias. Durante
esse periodo, devem ser observadas alteracbes na cornea (opacidade, ulceracdes), iris
(edema, hemorragia) e conjuntiva (hiperemia, eventos vasculares), as quais devem ser
pontuadas para a determinagcdo do score e, consequentemente, da classificacdo da
substancia (DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944; OECD, 2017a).

De acordo com as observacfes realizadas no teste, as substancias quimicas ou
misturas podem ser classificadas em diferentes categorias, com base no grau de severidade
dos eventos observados, bem como na reversibilidade nos mesmos durante o periodo de

avaliacdo. Apesar de diferentes paises adotarem sistemas distintos de classificacdo para a
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toxicidade ocular, 0 modelo de classificagdo adotado pela OECD baseia-se no proposto pelo
United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (UN
GHS), adotado em 2003, no qual as substancias séo inseridas em duas categorias distintas,
segundo o grau de toxicidade ocular. A Categoria 1 compreende substancias ou misturas que
induzem danos oculares severos, 0s quais incluem opacidade da coérnea, irite e alteracbes
vasculares que ndo sao reversiveis dentro de 21 dias. A Categoria 2, por sua vez, é divida em
duas sub-categorias distintas, de modo que a Categoria 2A engloba substancias que resultam
em danos reversiveis dentro de 21 dias e a Categoria 2B inclui os irritantes leves, que
provocam irritacdo reversivel dentro de 7 dias. Substancias nao irritantes sdo denominadas
como Nao Categorizadas, de acordo com esse sistema (Tabela 1) (WILSON; AHEARNE;
HOPKINSON, 2015).

Tabela 1: Classificacdo proposta pelo Sistema Global de Harmonizacdo na classificacdo e rotulagem de
substancias quimicas, considerando o potencial de irritagdo/corrosao ocular.

Classificacao — Globally Harmonized System (UN GHS)

Categoria 1 Substancias que causam danos Substancias que
severos/irreversiveis na cornea, iris ou conjuntiva ocasionam dano
ocular
Categoria 2A Substancias que causam irritacéo severa que se Irritantes moderados

mostra reversivel dentro dos 21 dias de avaliacao

Categoria 2B Substancias que causam irritagéo leve que se Irritantes leves

mostra reversivel dentro de 7 dias

N&o-categorizadas Auséncia de sinais de irritacao N&o-irritantes

O teste proposto por Draize auxiliou, irrefutavelmente, no preenchimento de varias
lacunas existentes no ambito da avaliacdo de toxicidade ocular de produtos farmacéuticos.
Contudo, desde que foi proposto, tal método passou por muitos questionamentos pela
comunidade cientifica, os quais se basearam principalmente nos aspectos éticos e na baixa
capacidade preditiva do teste (ADRIAENS et al. 2014). Dentre as limitacdes, destacam-se a
falta de reprodutibilidade, a natureza subjetiva das avaliacfes, as diferencas anatbmicas do

sistema ocular dos animais utilizados em relacdo aos humanos, a exposi¢céo a altas doses das
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substancias teste, refletindo em uma elevada taxa de resultados falso-positivos, sobretudo na
falha em identificar mecanismos celulares e moleculares dos toxicantes avaliados. (DAVILA et
al. 1998; CURREN; HARBELL, 2002; MAURER et al. 2002; PRINSEN, 2006; ADRIAENS et
al. 2014; WILSON; AHEARNE; HOPKINSON, 2015) .

Visando estabelecer um refinamento para o teste de Draize, em 1980 Griffith e
colaboradores desenvolveram um protocolo no qual alteragbes no método original foram
propostas, denominado Low-volume eye-irritation test (LVET). A diferenca consiste na
utilizacdo de um volume menor de amostra (0,01mg para sdlidos e 0,01mL para liquidos), bem
como no local de aplicacéo, que passa a ser diretamente sobre a superficie da cornea e ndo
no saco conjuntival do animal. Da mesma forma, as altera¢des patoldgicas sdo observadas na
cornea, conjuntiva e iris, sendo também analisados o0s eventos histopatologicos apds o
término do estudo. Apesar de ser considerado menos estressante e mais preciso, o LVET
fornece uma taxa relativamente alta de resultados falso-negativos e também é criticado por se
tratar de um método que emprega o0 uso de animais para avaliacdo (ESKES et al., 2005;
ICCVAM, 2010).

1.2.3 — Métodos alternativos disponiveis para a avaliacdo da toxicidade ocular:

De acordo com o pesquisador Thomas Hartung (2009) do Centro de Estudos em
Métodos Alternativos (CAAT - Center for Alternatives to Animal Testing) do instituto
americano John Hopkins, praticamente nenhum outro campo da ciéncia permaneceu por
um periodo tdo longo sem avancos metodoldgicos quanto a toxicologia. Os métodos
atualmente empregados e tidos como padrédo ouro para avaliagdo de risco, em sua
grande maioria, baseiam-se na utilizacdo de animais e apresentam diversas limitagdes
preditivas quando se considera a exposicao humana a xenobiéticos (HARTUNG, 2009).

Mediante os avancos tecnoldgicos nos diferentes campos das ciéncias biomédicas,
incluindo o aprimoramento de técnicas celulares e moleculares, 0 uso contemporéaneo de
tais metodologias de avaliacdo conservadoras torna-se insustentavel, uma vez que os
toxicantes necessitam de investigacdes mecanisticas que, na maioria dos casos, nao
podem ser realizadas em modelos animais (KREWSKI et al. 2010). Nesse contexto, 0s
conceitos de Mode of Action (MoA) e Adverse Outome Pathways (AOP) estabelecem que
€ indispensavel o conhecimento das vias celulares, moleculares e bioquimicas pelas

guais determinado toxicante desempenha sua acéao toxica, destacando-se a necessidade
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de métodos de avaliagdo mais refinados que contemplem tais parametros (SEWEL et al.,
2017).

As limitacdes preditivas tornaram a utilizacao do teste de Draize insustentavel e, apesar
de ter sido adotado mundialmente como padrao ouro para avaliacdo da toxicidade ocular,
diversos métodos substitutivos para tal foram propostos ao longo das Ultimas décadas. Tais
metodologias s&o baseadas em ensaios ex vivo, in vitro e in silico, sendo em sua grande
maioria validadas e adotadas pelas agéncias reguladoras internacionais em substituicdo ao
teste in vivo (LOTZ et al., 2016).

1.2.3.1 — Métodos ex Vivo:

Os métodos ex vivo compreendem ensaios organotipicos que utilizam tecidos ou
orgdos isolados provenientes de animais, de modo que os ultimos ndo sdo utilizados
como objeto de estudo. O primeiro método dessa classe proposto para tais avaliagdes foi
desenvolvido por Burton e colaboradores em 1981, no qual eram utilizados olhos isolados
de coelho, os quais eram colocados em um aparato de perfusdo onde eram expostos as
substéancias teste por 10 segundos, sendo posteriormente lavados e avaliados em relacao
a espessura da cornea e aumento da permeabilidade da mesma. Contudo, apesar de
causar menos sofrimento e desconforto aos animais, 0s mesmos ainda eram
eutanasiados unicamente para a execucao do teste, ndo sendo observado nenhum ganho
em relacdo ao teste de Draize, considerando-se o numero de animais empregados
(PRINSEN et al., 2017).

Tal protocolo foi posteriormente adaptado por Prinsen e Koéter em 1993 para
utilizacdo com olhos de galinha isolados, os quais geralmente sao oriundos de material de
rejeito da industria alimenticia, e hoje compdem o Guia de Teste n. 438 da OECD. O
método consiste na coleta das cabecas dos animais abatidos e no transporte imediato
destas ao laboratorio, imersas em solugdo salina isotonica. A dissecacdo e enucleacao
dos olhos deve ser realizada e os mesmos devem ser alocados em um aparato de
perfusdo, sendo expostos a substancia teste (0,03mL ou 0,03g) por 10 segundos (Figura
3). ApGs a exposicao, os olhos devem ser avaliados nos tempos de 30, 75, 120, 180 e
240 minutos, sendo observadas alteracbes na cornea como opacidade, swelling ou
inchago tecidual e permeabilidade, mediante utilizacdo de solucédo de fluoresceina. Tais
alteracOes sao utilizadas para a classificacdo da substancia teste como pertencente a
Categoria 1 ou néo irritante (OECD, 2013a; PRINSEN et al., 2017). Adicionalmente, a
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avaliagdo histopatologica da cérnea apos o término do ensaio pode ser realizada,
contribuindo para uma melhor distingdo de substancias pertencentes as Categorias 1 e 2A
(CAZELLE et al., 2014).

Figura 3: Representacao esquematica do ensaio de irritagdo ocular com olho isolado de galinha (ICE).
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Fonte: Adaptado de WILSON; AHEARNE; HOPKINSON (2015).

O Teste da Opacidade e permeabilidade da Cdérnea Bovina (BCOP - Bovine
Cornea Opacity and Permeability) consiste em outro método organotipico empregado na
avaliacdo do potencial de irritacdo e corroséo ocular de substancias, que constitui o Guia
de Teste n. 437 da OECD. Do mesmo modo que o ensaio de ICE mencionado
anteriormente, o BCOP baseia-se na utilizacdo de olhos bovinos oriundos de
abatedouros, os quais sao coletados imediatamente apés o abate dos animais. Contudo,
diferentemente do ICE, para o ensaio de BCOP apenas a cérnea isolada é utilizada para
a realizacao da exposicdo a substancia teste, sendo colocada em um holder especifico
gque € composto por uma camara anterior e uma posterior, as quais sdo preenchidas com
meio de cultura no momento de realizacdo do ensaio (Figura 4) (OECD, 2013b).

A amostra a ser testada € adicionada na camara anterior do aparato,
permanecendo em contato com a porcao epitelial da cérnea, de modo que o periodo de
exposi¢do pode variar quando se considera o estado fisico da substancia-teste. Apés a

exposicdo, a opacidade da coérnea € avaliada em um dispositivo denominado
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opacitbmetro, que projeta um feixe de luz através do tecido e detecta a luminosidade que
consegue atravessar o0 mesmo, fornecendo um valor numérico de opacidade.
Adicionalmente, alteracdes na permeabilidade da cornea devem ser avaliadas mediante a
adicao de solucao de fluoresceina na camara anterior no holder, cuja difusdo para camara
posterior é quantificada mediante coleta do meio presente nesse compartimento apos a
incubacdo e também se correlaciona diretamente a severidade do dano tecidual
(VERSTRAELEN et al., 2013; VERSTRAELEN et al., 2017). A opacidade em conjunto
com a permeabilidade permite o célculo do In Vitro Score (IVIS), utilizado para a
classificacdo da substancia teste. Apos o término do ensaio, a cérnea bovina pode ser
ainda fixada e processada para avaliacdo histopatoldgica, 0 que aumenta a sensibilidade
e o0 poder preditvo do método (OECD, 2013b; VERSTRAELEN et al., 2013;
VERSTRAELEN et al., 2017).

Figura 4: Esquema de montagem do holder para o ensaio de Opacidade e Permeabilidade da Coérnea
Bovina (BCOP).
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Fonte: Adaptado de WILSON; AHEARNE; HOPKINSON (2015).

Outro modelo organotipico, porém que ndo se baseia na utilizacdo de tecidos
oculares para avaliacéo, consiste no uso da Membrana Corioalantéide de ovos de galinha
embrionados, denominado HET-CAM (Hen’s Egg Test on Chorioallantoic Membrane). A
membrana corioalantdide é formada mediante a permanéncia dos ovos embrionados em
incubadora a 35°C por 9-10 dias e possui um arranjo vascular semelhante ao encontrado

na mucosa da conjuntiva ocular. Desse modo, 0 método fundamenta-se na exposi¢do da
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membrana a agentes irritantes com posterior observacdo dos eventos vasculares
desencadeados, sendo observada a ocorréncia de alteracbes como lise, hemorragia e
coagulacdo, durante um periodo de observacdo de cinco minutos. Com base na
observacdo no padrao de alteracfes vasculares em fungcédo do tempo, a substancia teste
pode ser classificada como irritante ou néo irritante. Apesar de ndo ser mundialmente
aceito do ponto de vista regulatério por todas as agéncias regulatérias, o HET-CAM é
recomendado pelo ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods), possuindo relevancia cientifica para a obtencéo de dados referentes
ao potencial de irritagdo ocular de substancias e misturas. Contudo, tal metodologia
encontra-se sob validacéo formal, a qual foi proposta pelo Centro Brasileiro de Validagéo
de Métodos Alternativos (BraCVAM) e esta sendo executada pela Rede Nacional de
Métodos Alternativos (RENAMA) (STEILING et al., 1999; ESKES et al., 2005; ICCVAM
2010; WILSON; AHEARNE; HOPKINSON, 2015).

1.2.3.1 — Métodos in vitro:

Os métodos in vitro para avaliacdo da toxicidade ocular baseiam-se na utilizacdo de
modelos experimentais que dispensam o uso de orgaos ou tecidos de origem animal para sua
realizacdo. Tais ensaios tém como principio a avaliacdo de parametros da funcado celular apés
a exposicdo a agentes irritantes, fornecendo indicios do potencial citotoxico de tais
substancias, o qual, geralmente se correlaciona diretamente ao potencial de irritacdo (LOTZ et
al., 2016).

Dentre os testes in vitro utilizados para a identificacdo de substancias que ocasionam
dano ocular (Categoria 1) ou néo irritantes, o Short Time Exposure (STE) integra o Guia de
Teste n. 491 da OECD e baseia-se na utilizagédo da linhagem de cornedcitos de coelho SIRC ,
tendo como principio a avaliacdo da viabilidade celular apés um curto tempo de exposicao a
substancia teste. A amostra deve ser preparada em duas concentragdes distintas (5 e 0,05%)
e as células, previamente distribuidas em placas de 96 pocos, estando com cerca de 80-90%
de confluéncia, devem ser expostas por cinco minutos as diluicbes supracitadas. Apés a
exposi¢cao, a viabilidade celular deve ser imediatamente avaliada utilizando-se o método de
reducdo do MTT, e os valores de viabilidade celular calculados em relagdo ao controle
negativo sdo utilizados para a classificacdo da substancia. O teste de STE permite a
identificacdo de substancias que ocasionam dano ocular (Categoria 1) caso a viabilidade

celular correspondente a ambas as concentragdes seja maior que 70%, e nao irritantes (Nao
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categorizadas) caso esses valores sejam menores que 70% (TAKAHASHI et al.,, 2008;
TAKAHASHI et al., 2011; OECD, 2017b; ADRIAENS, 2017).

Outro método in vitro utilizado para avaliacédo de irritantes oculares é a avaliagdo
da atividade metabdlica da linhagem de fibroblastos murinos L929 apés a exposicéo a tais
agentes. Tal verificacdo é feita utilizando-se um equipamento especifico denominado
Cytosensor Microphysiometer (CM), o qual quantifica a taxa metabdlica mediante
deteccdo de alteracbes nos gradientes de pH do meio extracelular. Desse modo, as
células sdo expostas a diferentes concentracdes da substancia-teste e, com base na
variacao das respostas, a concentracao que ocasiona reducdo de 50% na taxa metabdlica
(MRDsp) deve ser calculada, a qual é utilizada para a classificagdo da amostra (OECD,
2012a; LOTZ, et al., 2016). O método CM foi publicado em 2012 como um draft da OECD
e esta sob avaliacdo para aceitacao regulatoria, sendo considerado o primeiro método
alternativo para irritacdo ocular cujo desenvolvimento aliou a analise de evidéncia com
base em dados obtidos retrospectivamente, a uma plataforma biotecnoldgica quantitativa,
contribuindo para o desenvolvimento de abordagens baseadas em evidéncia para a
avaliacao de toxicidade ocular (HARTUNG et al., 2010).

O ensaio de liberacdo de fluoresceina (FL) (Fluoresceine Leakage), apesar de
também utilizar um sistema de cultivo celular em monocamada, permite a avaliagcdo da
funcdo de barreira epitelial ap6s a exposicdo a agentes irritantes. O método consiste no
cultivo da linhagem de células epiteliais tubulares MDCK CB997 em insertos
semipermeaveis até a obtencdo de uma monocamada confluente, a qual apresenta
juncdes intercelulares semelhantes as encontradas no epitélio da cornea. Depois de
obtida, a monocamada de células é exposta a substancia ou mistura teste em cinco
diferentes concentragdes por 1 minuto, sendo em seguida incubada com solugéo de
fluoresceina no compartimento apical do sistema por 30 minutos. ApGs esse periodo, 0
meio presente no compartimento basal € coletado e o percentual de fluoresceina que
transpds a barreira epitelial é quantificado, sendo, geralmente, diretamente proporcional
ao potencial irritante da substancia (Figura 5) (COTTIN; ZANVIT, 1997; OECD, 2012b).

O principio do método de FL baseia-se na acdo nociva de agentes irritantes sobre
a funcdo de barreira epitelial, mediante acdo sobre a viabilidade celular e/ou
comprometimento das interagdes intercelulares. Tal metodologia permite a identificacao
limitada de substancias pertencentes a Categoria 1, integrando o Guia de Teste n. 460 da
OECD (COTTIN; ZANVIT, 1997; OECD, 2012b; VERSTRAELEN et al., 2017).
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Figura 5: Fluxograma do teste de liberagcdo de fluoresceina aplicado a classificagdo de substéncias que
promovem dano ocular (Categoria 1) e nao irritantes.
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Fonte: Adaptado de WILSON; AHEARNE; HOPKINSON (2015).

Dentre os métodos in vitro existem ainda testes que, apesar de nado terem sido
formalmente validados, possuem relevancia cientifica e aplicabilidade para avaliacdo da
toxicidade ocular. Por exemplo, o ensaio hemolitico feito com eritrécitos humanos permite
a avaliacdo de efeitos nocivos de substancias ou misturas sobre a membrana plasmatica,
mediante a quantificacdo de oxi-hemoglobina liberada ap6s a exposicédo dessas células a
concentracdes decrescentes da amostra, a qual deve ser realizada por espectrofotometria
UV/Vis. Mediante uma resposta concentragdo-dependente, a concentragcdo da amostra
gue causa lise de 50% dos eritrocitos (Hsp) pode ser determinada e utilizada para
posterior correlacdo com o score in vivo fornecido pelo teste de Draize (PAPE et al., 1987,
PAPE et al., 1999; LOTZ et al., 2016).

Ensaios in vitro que tenham como principio o efeito toxico de substancias irritantes
sobre 0s elementos de matriz extracelular, sem a utilizacdo de elementos celulares,
também podem ser aplicados na avaliacdo da toxicidade ocular. O teste IRRITECTION®
encontra-se sob validacdo e consiste em uma mistura complexa de macromoléculas

composta por glicoproteinas, lipideos, carboidratos e outros componentes de baixo peso
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molecular que, mediante reconstituicdo, adquire propriedades Opticas semelhantes a da
cornea humana integra (ESKES et al., 2014). Mediante exposicao a irritantes oculares,
nota-se o desenvolvimento de turbidez na dispersdo que outrora mostrava-se translucida,
0 que ocorre em decorréncia da desnaturacdo proteica que compromete o arranjo
tridimensional e, consequentemente, interfere negativamente nas propriedades Opticas da
mistura. Tal efeito simula a opacidade observada na cornea apds a exposicdo a
substancias que ocasionam dano ocular ou a agentes irritantes, a qual pode ser
guantificada por espectrofotometria de UV/Vis e correlacionada com a classificacdo da
substancia teste. Apesar de nao ser ainda aceito do ponto de vista regulatério, o estudo
europeu de validagdo do ensaio IRRITECTION® demonstrou boa reprodutibilidade intra e
interlaboratorial, sendo adequado para identificacdo de irritantes severos e corrosivos
(Categoria 1) (ESKES et al., 2014; WILSON; AHEARNE; HOPKINSON, 2015).
Considerando-se 0s métodos alternativos disponiveis para a avaliagdo da

toxicidade ocular (Tabela 2), nota-se que nenhuma metodologia isolada é capaz de
substituir integralmente o teste em animais. Contudo, tais ensaios podem ser agrupados
em plataformas multiparamétricas de avaliagdo para andlise de substancias mediante
uma abordagem em camadas ou tiered approach, cujo objetivo consiste na associagao
metodoldgica visando otimizar a resolugcdo dos resultados, possibilitando as corretas
predicéo e classificacdo de amostras desconhecidas (VERSTRAELEN; ROMPAY, 2017).

Existem duas estratégias basicas a serem seguidas para a execucao de uma
abordagem em camadas no contexto da avaliagcdo de irritacdo/corrosao ocular. A
estratégia Top-down deve ser utilizada quando, de posse de informacdes pré-existentes,
espera-se que a amostra teste apresente um acentuado perfil de irritacdo. A abordagem
Bottom-up, por outro lado, é utilizada quando ndo se espera uma resposta irritante da
substéancia teste, ou acredita-se que a mesma seja apresente um leve ou moderado perfil
de toxicidade ocular. Tal associagdo aumenta a exatidao, precisao e, consequentemente,
a capacidade preditiva dos métodos alternativos, contribuindo para a correta classificacao
e rotulagem de substancias isoladas e misturas (ESKES et al., 2014; VERSTRAELEN;
ROMPAY, 2017).

Baseando-se no conceito de abordagem em camadas, em 2017 a OECD
publicou um Guia de Teste e Avaliacdo em Abordagem Integrada (IATA - Integrated
Approach on Testing and Assessment) para a avaliacdo do potencial de irritacdo ocular de

substancias e misturas. Tal guia estabelece que a avaliacdo da toxicidade ocular deva ser
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planejada em trés partes sequenciais, sendo consideradas todas as informacgbes ja
disponiveis na literatura para a substancia teste (OECD, 2017c).

A primeira parte da avaliacdo consiste na avaliacdo dos dados ja existentes
sobre a amostra, considerando-se a existéncia de estudos animais ou in vitro previamente
realizados, a disponibilidade de dados humanos oriundos de exposi¢cdes acidentais, bem
como da avaliagdo das propriedades fisico-quimicas do material a ser testado. Caso a
primeira parte conduza a resultados inconclusivos, a segunda parte da IATA baseia-se na
avaliacdo das evidéncias de risco para a amostra, as quais fornecem subsidio para a
execucdo da terceira parte. Na terceira etapa, as informacfes oriundas da andlise de
evidéncias sdo utilizadas para selecionar a estratégia de teste a ser empregada na
avaliacdo, de modo que, para substancias que se espera uma resposta irritante severa ou
corrosiva, a abordagem Top-down deve ser utilizada e, caso se presuma um perfil ndo
irritante, deve-se adotar a estratégia Bottom-up (ESKES et al., 2014; OECD, 2017c;
VERSTRAELEN; ROMPAY, 2017).

Para a realizacdo da avaliagdo, devem ser preferencialmente empregados os
métodos alternativos que compdem os guias de teste da OECD. Caso os resultados
obtidos ndo permitam a classificacdo da substancia, métodos alternativos, mesmo que
nao aceitos pela OECD, devem ser empregados e, em ultimo caso o teste de Draize pode
ser utilizado para avaliacado (OECD, 2017c).
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Tabela 2: Principais métodos alternativos para avaliagdo de toxicidade ocular de substancias quimicas e misturas.

Método Dominio de Vantagens Limitacdes Validacao Referéncias
Aplicabilidade
Teste com Olho Substancias Método Organatipico; Impossibilidade de avaliagdo da| OECD TG PRINSEN ET AL.,
Isolado de Categoria 1 e | Facil Execucéo; reversibilidade do dano; 483 (2013) 2017
Galinha — (ICE) Nao Possibilidade de teste | Observagbes subjetivas, o que CAZELLE ET AL.,
Categorizadas | de varios tipos de |requer um analista experiente 2014

substancias isoladas ou
misturas;

Os endpoints  séo
avaliados diretamente
na cornea, a qual € a
porcdo do  sistema
ocular que mais
contribui para a
obtencdo do score in
Vivo;

Associacao com
avaliacao

histopatolégica permite
uma maior distincdo

entre substancias das
Categorias 1 e 2.

para a conduc¢ao do teste;
Elevada taxa de resultados
falso-negativos para substancias
que ocasionam dano ocular
(Categoria 1).
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Teste da Substancias Método Organatipico; Permite a avaliagdo apenas da| OECD TG PRINSEN ET AL.,
Opacidade e Categoria 1 e | Facil execucao; cornea isolada; 437 (2013) 2017
Permeabilidade N&o Avaliagao objetiva; N&o permite avaliacdo de VERSTRAELEN ET
da Cornea Categorizadas | Possibilidade de | parametros de reversibilidade; AL., 2017
Bovina - BCOP associacao com | A coOrnea bovina apresenta
avaliacao diferencas consideraveis em
histopatolégica para o | relacdo a cornea humana,
aumento da | Limitacbes para o teste de
sensibilidade. substancias soélidas e providas
de cor.
HET-CAM N&o Facil execucao; Limitacbes para o teste de Sob ICCVAM 2010;
estabelecido | Baixo custo; substancias insoltveis e | validacdo | WILSON; AHEARNE;
Permite a avaliacdo de | providas de cor; pelo HOPKINSON, 2015;
parametros vasculares | NAo permite avaliacdo de | BraCVAM PRINSEN ET AL.,
mediante exposicao | parametros de 2017.
aguda. reversibilidade/irreversibilidade;
Necessidade de um analista
experiente.
Short Time Substancias Curto periodo de | Requer testes adicionais para a| OECD TG TAKAHASHI et al.,
Exposure (STE) Categoria 1 e | exposicdo, mimetizando | classificacéo final; 491 (2017) | 2008; TAKAHASHI et

N&ao
Categorizadas

de modo mais realistico
a exposicado humana;
Permite a avaliacdo de
alguns solventes
organicos nao volateis
(alcoois e cetonas).

Limitado para se testar
substancias solidas e insoluveis;
Inadequado para o teste de
substancias volateis.

al., 2011;
ADRIAENS, 2017;
OECD, 2017.
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Cytosensor
Microphysiometer

Substancias
Categoria 1l e
Nao
Categorizadas

Avaliagéo de
parametros  celulares
metabdlicos,
contribuindo para a
elucidagdo mecanistica
do efeito toxico;
Desenvolvido com base
em levantamento de
dados  pré-existentes
inerentes ao potencial
de irritacdo ocular das
substancias de
referéncia, contribuindo
para o desenvolvimento
da toxicologia baseada
em evidéncias.

N&o permite a avaliagdo de
substancias insollveis no meio
de cultura;

Elevada taxa de
falso-negativos;
Requer aparelhagem especifica
para a execucao do teste;

Alto custo inicial.

resultados

Draft OECD
sob
avaliacao
(2012)

HARTUNG et al.,
2010.
LOTZ et al., 2016.

Florescein
Leakage (FL)

Categoria 1

N&o requer testes
adicionais mediante a
classificacao da
substancia teste como
indutora de dano ocular
(Categoria 1);

Permite a obtencdo de
parametros
mecanisticos ao avaliar
a acdo da substancia
teste as juncdes
intercelulares;

Facil implementacédo e
execugao.

N&o permite a avaliacdo de
substancias insollveis, sélidas
Ou Vviscosas;

N&o aplicavel para &cidos e
bases fortes, fixadores e
substancias volateis;

Limitacbes para o teste de
substancias providas de cor;
Modelo experimental ndo possui
correlagdo morfofuncional com o
tecido ocular;

Impossibilidade de avaliagdo de
parametros de reversibilidade
Elevada taxa de resultados falso
negativos.

OECD TG
460 (2017)

ESKES et al., 2005;
LOTZ et al., 2016;
PRINSEN et al.,
2017.
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Modelos Substancias Elevada Custo elevado; OECD TG | ALEPEE et al., 2013;
Biomiméticos de N&o reprodutibilidade; N&o permitem a avaliacdo de | 492 (2017) | KANDAROVA et al.,
Coérnea Categorizadas | Aplicavel a substancias | parametros de reversibilidade; 2017
soluveis ou néo;
Possibilidade de
avaliacao de
substancias solidas e
liquidas;
Empregam células
humanas, possibilitando
avaliacdes
mecanisticas do
processo de toxicidade
ocular.
Ensaio N&o Facil execucao; Modelo experimental ndo possui N&o PAPE et al., 1987;
Hemolitico estabelecido | Baixo custo. correlagcdo morfofuncional com o validado PAPE et al., 1999;
tecido ocular, ESKES et al., 2005;
N&o permite a avaliagdo de LOTZ et al., 2016;
substancias insoluveis. PRINSEN et al.,2017.
Teste Categoria 1 Facil execucao; Limitacbes para o teste de Sob ESKES et al., 2005;
IRRITECTION® Boa reprodutibilidade; substancias providas de cor; validacéo ESKES et al., 2014;

Baseado na
composicdo do tecido
ocular.

Subestimacdo de surfactantes
catidnicos;
Superestimacdo de misturas
compostas por magnésio e
carboxilatos;

WILSON; AHEARNE;
HOPKINSON, 2015.
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1.3 — Modelos 3D como ferramenta de avaliacdo toxicolégica

A cultura de células integra um conjunto de técnicas extensivamente empregadas
nos mais variados campos da ciéncia, cujo principio baseia-se na remocao de células de
um determinado tecido e propagacdo destas in vitro em um ambiente artificial, sob
condi¢Bes controladas (ALVES; GUIMARAES, 2009).

Desde que foi proposta no século XIX, essa técnica passou por inumeras
adequacgdes que permitiram uma melhora na reprodutibilidade, bem como a obtencéo de
resultados acerca da genémica, protedbmica, metabolémica e transcriptdmica relacionadas
a toxicantes e farmacos (JAROCH; JAROCH; BOJKO, 2018). Nesse contexto, a cultura
de células contribuiu de modo direto para o desenvolvimento do conceito de Toxicologia
do Século XXI, o qual estabelece que a substituicdo dos testes em animais pelo uso de
sistemas de experimentacdo com maior poder preditivo, em relacdo a exposi¢cdo humana,
conduz a obtencao de resultados mais fidedignos (HARTUNG, 2009).

Os sistemas convencionais de cultivo em 2D se destacam pela praticidade,
facilidade de manipulacéo e padronizagdo, homogeneidade da cultura, possibilidade de
insercao em plataformas de HTS (High Throughput Screening) e reprodutibilidade dos
resultados obtidos (ESKES et al., 2017; JAROCH; JAROCH; BOJKO, 2018).Tais sistemas
permitem a conducdo de uma abrangente pluralidade de estudos, como a avaliagdo da
citotoxicidade, permeacdo de farmacos e toxicantes, expressdo génica, fisiologia e
metabolismo celular, entre outros parametros que subsidiam o avango da toxicologia e
farmacologia pré-clinicas (AMELIAN et al., 2017).

N&o obstante, dada a complexidade da fisiologia tecidual in vivo, os sistema 2D de
cultivo celular apresentam limitagbes que comprometem a similaridade das respostas
obtidas in vitro em relacdo as encontradas no organismo humano. Estas limitacdes
baseiam-se na simplicidade desses modelos, que mantém as células em monocamadas
sobre superficies poliméricas, as quais sdo desprovidas de diversos fatores presentes no
microambiente tecidual original. A baixa densidade celular obtida, a imobilidade do meio
de cultivo, a possibilidade de crescimento em um Unico plano, bem como a inexisténcia de
contato com a matriz extracelular e de estimulos mecéanicos, neurais, imunoldgicos e
hormonais sdo exemplos de fatores que nédo séo idealmente simulados nesses sistemas,
mas que, contudo contribuem relevantemente para a capacidade preditiva dos modelos
experimentais (AMELIAN et al., 2017; ESKES et al., 2017).

42



Diante das limitagbes descritas, o cultivo celular em 3D surgiu como uma
alternativa mais elaborada ao sistema convencional, o qual visa suprir as deficiéncias
deste possibilitando a obtencdo de modelos experimentais in vitro que representem mais
fielmente a microarquitetura tecidual. Esse conceito foi inicialmente introduzido na
literatura por Emerman e Pitelka (1977), os quais propuseram o cultivo de células
epiteliais de glandulas mamarias de roedores em fragmentos flutuantes de gel de
colageno. De acordo com esses autores, o cultivo dessas células em uma interface ar-
liquido, em conjunto com estimulos hormonais adicionados ao meio, induziu um maior
grau de diferenciacdo celular, bem como diferencas ultraestruturais que incluiram
alteragcbes nos padrdes de distribuicdo organelar. Adicionalmente, esse estudo evidenciou
ainda a importancia da adicdo de elementos de matriz extracelular ao sistema de cultivo,
salientando a importancia das interacdes célula-matriz para a diferenciacdo, funcéo e
polarizacéo epitelial (EMERMAN; PITELKA, 1977).

Desde entdo, os métodos de cultura celular em 3D foram aprimorados e, ao longo
das ultimas décadas, diferentes modelos foram propostos para utilizacdo nas diferentes
areas das ciéncias biomédicas, de modo que véarias modalidades da técnica podem ser
empregadas de acordo com a finalidade almejada. Tais modelos s&o construidos
utilizando-se scaffolds compostos por biopolimeros e/ou elementos de matriz extracelular,
cuja funcdo é fornecer sustentagcdo para o crescimento celular em diferentes planos, bem
como maximizar o contato célula-célula e célula-matriz (LELIEVRE; KWOK;
CHITTIBOYINA, 2017). Diferentes tipos de scaffolds podem ser atualmente empregados
para esse fim, destacando-se os hidrogéis, as matrizes derivadas de células e os tecidos
e orgdos descelularizados (FITZGERALD et al., 2015).

Em relacdo as plataformas de cultivo celular em 3D disponiveis atualmente, os
esferoides celulares, a cultura em scaffolds porosos e os sistemas microfluidicos séo os
mais utilizados no ambito da toxicologia experimental (FITZGERALD et al., 2015).

Os esferoides celulares consistem em agregados esféricos compostos por células
em diferentes estagios proliferativos e que podem ou ndo conter biopolimeros ou
elementos de matriz extracelular que viabilizem sua obtencdo. A construcdo desses
modelos pode ser feita com um ou mais tipos celulares, de modo que o contato célula-
célula € maximizado nesse sistema de cultivo, devendo ser considerada a capacidade de
organizacdo de cada linhagem celular empregada nesse tipo de arranjo tridimensional

(ZANONI et al., 2016). Os esferoides tém sido principalmente empregados no estudo da
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biologia do céncer pelo fato de mimetizarem o microambiente tumoral, inclusive pela
formacdo de centros necroticos que se formam em decorréncia da hipoxia ocasionada
pela alta taxa de proliferacdo celular periférica, o que conduz a heterogeneidade do tecido
e, consequentemente pode comprometer o drug delivery e a eficacia terapéutica dos
agentes quimioterapicos (KUNZ-SCHUGHART et al., 2004).

Na toxicologia experimental, os esferoides tém perdido aplicabilidade por né&o
mimetizarem a polarizagdo e a microarquitetura tecidual, por se tratarem apenas de
aglomerados celulares. Contudo, tais modelos sdo ainda preferiveis em relacdo aos
sistemas 2D, sendo utilizados principalmente na investigagdo do metabolismo e
hepatotoxicidade de substancias, mediante a utilizacdo de esferoides de hepatécitos, bem
como da neurotoxicidade de xenobidticos, através de testes conduzidos com organoides
cerebrais (TONG et al., 2015; TERRASSO et al., 2015).

Os modelos teciduais biomiméticos, por sua vez, mostram-se estruturalmente mais
complexos e refletem com maior autenticidade o microambiente tecidual. Obtidos
geralmente mediante o cultivo celular em interface ar-liquido com a utilizagdo de insertos
transwell, tais modelos sdo compostos por um ou mais tipos celulares, bem como por
componentes de matriz préprios do tecido original, o que combinado ao cultivo com meios
quimicamente definidos confere ao sistema caracteristicas morfofuncionais muito
semelhantes as encontradas in vivo (AMELIAN, 2017). Diversos tipos de tecido epitelial ja
foram reconstruidos in vitro e empregados em estudos farmaco-toxicoldgicos, incluindo o
epitélio oral (KLAUSNER et al., 2007), respiratorio (REN; DAINES, 2011), ocular (ALEPPE
et al., 2013), vaginal (COSTIN et al., 2011), intestinal (JIROVA et al., 2015) e cutaneo
(ZHANG; MICHNIAK-KOHN, 2012).

Esses modelos, além de utilizados no meio académico, sdo também
comercializados por empresas de biotecnologia internacionais, sendo produzidos sob
elevados padrdes de boas praticas de cultivo celular, o que garante reprodutibilidade e
aceitacao regulatoria dos resultados obtidos mediante utilizagdo dos mesmos (AMELIAN
et al., 2017).

Com o0s avancos tecnolégicos dos campos da microfluidica, fotolitografia,
impressao de microcontato e bioimpresséao, os modelos teciduais biomiméticos passaram
por um processo de miniaturizacdo e atualmente podem ser reconstruidos em chips, de
modo a constituir os organs-on-chip. Além dos elementos celulares e extracelulares,

esses modelos possuem o diferencial de serem mantidos em sistemas dinamicos de
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cultivo, nos quais 0s meios sdo constantemente substituidos, mimetizando a
biodistribuicdo tecidual de nutrientes e outros elementos in vivo (HUH; HAMILTON;
INGBER, 2011; SHULER, 2017). Adicionalmente, é possivel realizar a inser¢cdo de
estimulos mecéanicos a esses microssistemas, de modo a simular a dinamica do tecido
original, o que tem se mostrado crucial para o desenvolvimento e diferenciagao celular
(ALFORD et al., 2010; SHULER, 2017).

Uma vez que esses sistemas possuem a microarquitetura e a funcionalidade
semelhantes as do tecido primario, atualmente busca-se a integracdo de varios desses
compartimentos, para a criacdo do conceito de human-on-a-chip. Dessa forma, varios
microssistemas, cada qual construido com os elementos representantes de diferentes
orgaos, sao integrados por meio de canais microfluidicos que simulam o sistema
circulatério, de modo a possibilitar a avaliacdo dinamica da absorcdo, metabolismo e
excrecdo de xenobioticos, bem como possiveis efeitos e mecanismos de acdo destes
simultaneamente em sistemas biologicos distintos (SUNG et al., 2010; HUH; HAMILTON;
INGBER, 2011; ZHANG; RADISIC, 2017).

1.3.1 - Modelos epiteliais 3D no contexto da avaliagéo da toxicidade ocular:

Considerando-se a aplicabilidade dos métodos de cultivo em 3D, tais modelos tém
sido extensivamente empregados para a avaliacdo do potencial de irritacdo e corroséao
ocular de substancias isoladas e misturas, tanto para fins cientificos quanto regulatorios
(VERSTRAELEN; ROMPAY, 2017). Considerando-se o grau de complexidade tecidual,
varios modelos biomiméticos de cérnea ja foram descritos na literatura, desde sistemas
epiteliais estratificados monocelulares até co-culturas de epitélio e estroma, bem como
equivalentes de cornea nos quais sao cultivadas as trés principais camadas desse tecido
(epitélio, estroma e endotélio). Vale ressaltar ainda que, quanto maior a complexidade dos
modelos 3D, maior a especificidade destes em identificar agentes irritantes, com base na
avaliacao dos efeitos sobre os diferentes componentes teciduais (Figura 6) (HUHTALA et
al., 2008).

O primeiro modelo epitelial produzido para tal finalidade foi proposto pela empresa
americana de biotecnologia MatTek, denominado EpiOcular™, o qual € construido com
queratinécitos epidermais primarios humanos mantidos em condi¢cdes serum-free, 0s
guais mediante o cultivo em interface ar-liquido se organizam de modo a formar um

epitélio estratificado, morfologicamente semelhante ao encontrado na cornea humana
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(Figura 7) (STERN et al., 1998). Apesar de ser produzido com células ndo provenientes
do sistema ocular, tal modelo apresenta caracteristicas morfofuncionais do epitélio da
cérnea e tem sido utilizado com éxito para a avaliacdo, classificacdo e rotulagem de

substancias e misturas em relacdo ao potencial de toxicidade ocular (KANDAROVA et al.,

2017).
Figura 6: Variacdo do poder preditivo dos modelos biomiméticos de cdrnea em funcdo da complexidade

tecidual obtida in vitro.
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Fonte: Adaptado de HUHTALA et al., 2008.

O modelo HCE™ | por sua vez, produzido e comercializado pela empresa SkinEthic
também tem sido empregado internacionalmente para a avaliacdo de risco e rotulagem de
produtos. Diferentemente do EpiOcular™, o HCE™ é construido com células epiteliais de
cérnea humana imortalizadas cultivadas em uma interface ar-liquido, as quais se

organizam sob a forma de epitélio estratificado semelhante ao encontrado na superficie

ocular (Figura 7) (ALEPEE et al., 2013).

Figura 7: Fotomicrografias dos modelos biomiméticos de cérnea EpiOcular™ e HCE™, produzidos e

comercializados pelas empresas internacionais MatTek e SkinEthic, respectivamente.
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Fonte: Adaptado de VERSTRAELEN; ROMPAY, 2017.
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Devido a ampla utilizagdo dos modelos EpiOcular™ e HCE™ internacionalmente
tanto no meio académico quanto industrial, esses modelos foram submetidos ao processo
de validacdo formal e hoje integram o Guia de Teste n. 492 da OECD, adotado em
outubro de 2017, sendo aceitos do ponto de vista regulatério para a classificacdo e
rotulagem de substancias que néo requerem classificacdo no sistema UN GHS (nédo
irritantes) (OECD, 2017d). O teste baseia-se na exposi¢do direta da superficie epitelial
dos modelos as substancias teste, liquidas ou sélidas, com subsequente avaliacdo da
viabilidade tecidual, de modo que a classificacdo da amostra é feita mediante os
resultados fornecidos por esse parametro (ALEPEE et al., 2013; KANDAROVA et al.,
2017; OECD, 2017d).

Além dos modelos supracitados que ja passaram por validacbes e sdo hoje
regulatoriamente aceitos, a utilizacdo de diferentes sistemas 3D para a avaliacdo de
toxicidade ocular ja foi relatada na literatura. A construcdo de modelos de epitélio
estratificado com células epiteliais primarias e imortalizadas de cornea ja foi relatada tanto
para avaliagdo de toxicidade ocular quanto para estudos de permeacdo a absorcéo
transepitelial, nos quais se constatou elevada similaridade com o tecido original
(TOROPAINEN et al., 2001; JUNG et al., 2011; KATOH et al., 2012).

De modo mais complexo, modelos biomiméticos denominados de hemi-cornea séo
obtidos mediante o co-cultivo de células epiteliais sobre o estroma, o qual possui
geralmente fibroblastos inseridos em uma matriz de colageno tipo | (PARNIGOTTO et al.,
1998; GERMAIN et al., 1999; MEWES et al., 2017). Tais sistemas mostram-se mais
complexos que 0s modelos epiteliais e, em alguns casos, permitem a distincdo de
substancias irritantes nas trés categorias do UN GHS, diferentemente dos modelos
epiteliais que, em sua maioria, classificam indubitavelmente apenas substancias nao
irritantes (ZORN-KRUPPA, 2014; BARTOK et al., 2015; OECD, 2017d).

Os modelos equivalentes de cOrnea, por sua vez, mimetizam todas as camadas
desse tecido, incluindo epitélio, estroma e endotélio, sendo construidos por meio de
estratégias de engenharia tecidual que garantem a obtengdo de tecidos artificiais com
caracteristicas morfofuncionais muito semelhantes as do tecido priméario. O primeiro
modelo organotipico de cérnea foi proposto por Minami e colaboradores (1993), o qual foi
construido com células bovinas e mimetizou de maneira bem sucedida os trés estratos

teciduais.
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Desde entdo, outros modelos foram proposto utilizando células primarias bovinas
(TEGTMEYER et al., 2001; TEGTMEYER et al., 2004), células priméarias suinas
(SCHNEIDER; MAIER-REIF;GRAEVE, 1997; SCHNEIDER; MAIER-REIF;GRAEVE, 1999;
REICHL; MULLER-GOYMANN, 2001), células priméarias humanas (ZIESKE et al., 2004) e
por fim com células imortalizadas humanas (GRIFFITH et al., 1999; ZORN-KRUPPA et
al., 2005). Apesar da obtencédo desses modelos ser mais laboriosa, estes apresentam a
vantagem de simular muitas das interagfes célula-célula e célula-matriz encontradas no
tecido ocular, o que possibilita a obtencdo de respostas mais fidedignas e resolutivas
considerando a avaliacéo de risco (HUHTALA et al., 2008).

Além da avaliagdo da viabilidade tecidual, os modelos 3D apresentam ainda a
vantagem de permitir a investigagcdo mecanistica do processo de irritagdo ocular, por meio
de analises que incluem a histopatologia, quantificacdo de citocinas proé-inflamatérias,
alteracOes na permeabilidade tecidual e expressao génica. Estes endpoints somados aos
parametros de morte celular comumente avaliados podem fornecer informacoes
complementares e relevantes sobre o mecanismo de acdo toxica de agentes irritantes,
contribuindo para a estratificacdo de risco e fundamentando as bases da toxicologia
mecanistica no ambito da toxicidade ocular (ESKES et al., 2005; HUHTALA et al., 2008).

Contudo, apesar de facilmente comercializados e adquiridos pela comunidade
cientifica ou por empresas privadas no territorio internacional, esses modelos ndo sao
passiveis de aquisicdo no territorio brasileiro devido a questbes burocraticas e
alfandegarias que se tornam empecilhos para a obtencdo dos mesmos. Dessa forma, faz-
se necessario o desenvolvimento e a padronizacdo dessa tecnologia no Brasil, de forma a
possibilitar seu emprego na avaliagdo da toxicidade ocular de produtos farmacéuticos

tanto pelo setor privado, quanto nas atividades de pesquisa académica.
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2 OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e verificar a aplicabilidade de um modelo biomimético de
cornea para avaliacdo do potencial de toxicidade ocular de substancias quimicas e
misturas, bem como proceder com a avaliacdo mecanistica do processo de irritacdo

ocular mediante avaliacdo de endpoints de inflamacao.

2.2 — Objetivos especificos

e Realizar a selecdo de diferentes substancias, classificadas de acordo com o Global
Harmonization System (GHS) em diferentes graus de irritagdo ocular, bem como
avaliar a citotoxicidade das mesmas sobre a linhagem de queratindcitos Hacat;

e Avaliar o perfil de citocinas produzido pela linhagem Hacat cultivada em monocamada
apds a exposicdo as substancias selecionadas visando correlacionar a classificacéo
das mesmas com biomarcadores inflamatérios de maneira gqualitativa e quantitativa;

e Padronizar a obtengdo do modelo biomimético de cornea utilizando-se a linhagem de
gueratindcitos HaCat, de modo a determinar a cinética de crescimento epitelial em
fungéo do tempo de cultivo;

e Proceder com a caracterizacao histolégica dos modelos 3D, bem como avaliar o
padrdo de expressao de biomarcadores epiteliais;

e Avaliar a viabilidade tecidual e o perfil de citocinas obtido apés exposicdo do modelo
epitelial obtido as diferentes substancias teste previamente selecionadas;

e Verificar a aplicabilidade do modelo epitelial para avaliacdo do potencial de toxicidade
ocular de misturas, por meio da avaliacdo de amostras comerciais de Hena de

sobrancelha.

49



3 METODOS

3.1 — Cultivo celular:

Os queratindcitos humanos HaCat foram obtidos do “American Type Culture
Collection” (ATCC) (Rockiville, MA, EUA), e mantidos em meio Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 2mM de L-Glutamina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco, Waltham,
MA, EUA), permanecendo em estufas de cultivo celular a 37,0°C, atmosfera de 5,0% de
CO; e umidade controlada.

Para a realizacdo do subcultivo da linhagem ou utilizagdo da mesma em
experimentos, quando as células encontravam-se em 80-90% de confluéncia, o meio
presente nos frascos de cultivo era descartado e as células lavadas com 10 mL de
Phosphate-Buffered Saline (PBS), sendo posteriormente incubadas com 2 mL de solucdo
de Tripsina/EDTA TripLE Express (Gibco, Waltham, MA, EUA) por 10 — 15 minutos para
desagregacao quimico-enzimatica. Apds esse periodo, a neutralizacdo foi feita com 5 mL
de meio completo e as células transferidas para tubos coénicos, nos quais eram
centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos. Para se realizar a contagem e monitorar a
viabilidade das células, ressuspendia-se o pellet obtido em 1 mL de meio e,
posteriormente, misturava-se 10pL da suspenséo celular obtida com 10uL de solugao de
azul de tripan a 0,2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), realizando-se a contagem das

células em contador automatico TC20™ (BioRad, Hercules, CA, EUA).

3.2 — Selecéao e preparo das substancias-teste:

Para a conducéo do presente estudo, foram elencadas 13 substancias-teste com
diferentes classificacdes inerentes ao perfil de irritagdo ocular, de modo a serem
selecionadas substancias representantes de cada categoria do GHS (Categoria 1, 2A e
2B), bem como substancias ndo-categorizadas. A selecdo foi baseada nas listas de
proficiéncia dos guias da OECD (OECD TG 491 — Short Time Exposure In Vitro Test
Method; OECD TG 437 - Bovine Corneal Opacity and Permeability Test), bem como na
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base de dados do ECETOC (European Center for Ecotoxicology and Toxicology of
Chemicals), que consiste em um banco de dados que contém a classificacdo do potencial
de irritacdo ocular in vivo de varias substancias quimicas. As substancias selecionadas
estédo representadas na Tabela 3.

As substancias supracitadas foram preparadas mediante solubilizacdo direta no
proprio meio de cultura ou, em caso de substancias com baixa hidrossolubilidade, uma
solugcédo-estoque foi preparada em DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e
posteriormente diluida em meio DMEM no momento dos testes, de modo a se obter as
concentracfes de interesse. Nesse caso, o veiculo (DMSO 0,5%) foi utilizado como

controle negativo dos experimentos.

3.3 - Determinacdo da citotoxicidade das substancias-teste frente aos
gueratindcitos HaCat:

A avaliacdo da citotoxicidade dos compostos-teste foi feita empregando-se o
método de reducédo do sal [brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT).
Tal metodologia, descrita inicialmente por Mossman (1983), tem como principio a reducao
mitocondrial do sal de tetrazoélio pela enzima succinato desidrogenase, o qual € convertido
em formazan pelas células metabolicamente ativas e pode ser quantificado por
espectrofotometria UV/Vis. Nesse contexto, substancias que conduzam a perda da
viabilidade celular comprometem a formacédo desse composto, o que € utilizado para
avaliar o potencial citotoxico de xenobioticos (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).

Inicialmente, as células HaCat foram removidas dos frascos de cultivo,
centrifugadas e contadas conforme descrito na sec¢do 3.1. ApOs a contagem, uma
suspensdo celular foi preparada na concentracdo de 1,5x10° células/mL e foram
distribuidos 100pL da mesma em placas de 96 pocos (1,5x10* células/poco), exceto nas
extremidades da placa, nas quais foram adicionados 100uL de meio DMEM. Apds o
plaqueamento, as células foram incubadas overnight em estufa de cultivo para adeséo,
sendo em seguida expostas a diferentes concentracdes das substancias-teste (10,0 —

0,078mg/mL) por 24 horas, conforme ilustrado na Figura 8.
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Tabela 3: Descri¢cdo das substancias-teste selecionadas e classificacédo in vivo das mesmas de acordo com o Global Harmonization System (GHS).

Cdbdigo Substancia Classe Quimica | Estado CAS Classificacao In Referéncia
Fisico vivo (Draize)
1 Cloreto de Benzalconio Tensoativo Sdélido 63449-41-2 Categoria 1 OECD TG 491/
Catidnico OECD TG 437
2 Imidazol Composto Sodlido 288-32-4 Categoria 1 OECD TG 437
Heterociclico
3 Acido Tricloroacético Acido Carboxilico | Solido 76-03-9 Categoria 1 OECD TG 437
4 1-Octanol Alcool Liquido 111-87-5 Categoria 2A OECD TG 491
5 Hidroxido de sodio Base Inorganica | Sdlido 1310-73-2 Categoria 2A ECETOC
6 Nitrato de Amonio Sal Inorganico Solido 6484-52-2 Categoria 2A OECD TG 437
7 Cloreto de 2,6- Haleto de Acila | Liquido 4659-45-4 Categoria 2A OECD TG 437
Diclorobenzoll
8 Etil — 2 — Cetona/Ester Liquido 609-14-3 Categoria 2B OECD TG 437
metilacetoacetato
9 Acido Glicélico Acido carboxilico | Liquido 79-14-1 Categoria 2B ECETOC
10 Ciclopentanol Alcool Liguido 96-41-3 Categoria 2B OECD TG 491
11 EDTA dissodico Amina, &cido Solido 6381-92-6 Nao OECD TG 437
carboxilico categorizado
12 Glicerol Alcool Liquido 56-81-5 Nao OECD TG 491
categorizado
13 PEG 400 Alcool Liquido 25322-68-3 Nao ECETOC
categorizado

OECD: Organization for Economic Co-operation and Development; TG: Test Guideline; ECETOC: European Center for Ecotoxicology and Toxicology of Chemicals.
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Figura 8: Representagdo esquematica do teste de citotoxicidade feito para as substancias-teste frente a
linhagem HaCat, através do método de reducéo do MTT. As células foram distribuidas apenas no quadrante
central da placa, de modo que os pocos periféricos foram utilizados como branco a ser descontado ap6s a
leitura espectrofotométrica. As células das colunas 2 e 11 foram destinadas ao controle negativo (meio
suplementado ou DMSO a 0,5% quando aplicavel). Nas colunas de 3 a 10 foram adicionadas as oito
concentracbes decrescentes das substancias-teste (10,0 — 0,078mg/mL). Os ensaios foram realizados em

sextuplicata, sendo os resultados expressos como a média de trés experimentos independentes.

.........O..

A

. Meio DMEM

. Concentracdes decrescentes da substancias-teste

. Controle Negativo

I:I Pocgos nos quais foram adicionadas as células

e

Depois de expostas, as ceélulas foram lavadas duas vezes com 150uL de
PBS/poco, sendo subsequentemente incubadas com 100uL/po¢co de meio DMEM
contendo MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 0,5 mg/mL por 3 horas em estufa de
cultivo celular. Em seguida, o0 meio presente nos poc¢os foi removido por inversao e os
cristais de formazan formados foram solubilizados em 100uL de DMSO, mediante
agitacdo de 30 RPM por 20 minutos. Por fim, a absorbancia do conteudo dos pocos foi
determinada em espectrofotdmetro de placas (Multiskan Spectrum, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 560 nm. Apds a determinacdo da
absorbancia, a viabilidade celular foi calculada em relagdo ao controle negativo (células

ndo expostas) empregando-se a Equacéo 1.
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Equagédo 1: Célculo da viabilidade celular da linhagem HaCat apos exposicao as diferentes concentragdes
das substancias-teste.

(Média da absorbancia correspondente a
cada concentragdo — Branco correspondente a cada concentragio)
(Média da absorbancia do X
controle negativo — Branco correspondente ao
controle negativo)

Viabilidade celular (%) = 100

3.4 — Determinacédo do perfil de citocinas da linhagem HaCat mediante exposicao as
substancias-teste:

Com o objetivo de se avaliar possiveis alteracbes inflamatérias induzidas nos
queratinécitos HaCat pelas substancias teste, bem como estabelecer relagbes
guantitativas entre a exposi¢cao e a producao de biomarcadores de inflamacéo, verificou-
se a producéo de cinco citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12p70 e TNF-a) e
de uma anti-inflamatéria (IL-10) ap6s a exposicdo da linhagem a algumas das
substancias-teste selecionadas. A avaliacdo foi feita mediante utilizacdo da técnica de
CBA, a qual permite a deteccdo e quantificacdo simultanea desses biomarcadores em
uma mesma amostra.

O método consiste na conjugacao de citocinas solUveis nas amostras a Beads
revestidas com o anticorpo especifico para o marcador de interesse, as quais possuem
diferentes intensidades de fluorescéncia intrinseca. Apds a conjugacao, os anticorpos de
deteccdo conjugados a ficoeritrina (PE) s&o adicionados aos complexos, conferindo
fluorescéncia adicional a amostra, a qual pode ser quantificada empregando-se a
citometria de fluxo. Dessa forma, a fluorescéncia intrinseca de cada bead somada a
fluorescéncia do anticorpo de deteccédo permitem a identificacdo simultanea, bem como a
quantificacdo das citocinas de interesse (TARNOK et al., 2003; MORGAN et al., 2004).

Para tal avaliacdo, os queratinécitos HaCat foram distribuidos em placas de 24
pocos na densidade de 7,5x10* células/poco, e incubadas overnight para ades&o.
Posteriormente, as células foram expostas a algumas das substancias-teste selecionadas
na concentracdo de 80% de viabilidade celular (CVgo), por 24 horas, conforme descrito por
Corsini e colaboradores (2009). Em seguida, o sobrenadante foi coletado e as células
foram lavadas por duas vezes com 2 mL de PBS/poco, sendo subsequentemente
incubadas com tampéo de lise por 5 minutos sob agitacdo de 20 RPM, o qual consiste em
PBS acrescido de 0,5% de Triton X-100 (AMRESCO, Solon, OH, EUA) e de coquetel
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inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Apos esse periodo, o lisado foi
coletado e armazenado em freezer a -80°C e, no momento das avaliagdes, foi
centrifugado a 8000 RPM por 10 minutos antes da retirada das aliquotas para o teste. Os
experimentos foram realizados em duplicata (Figura 9).

Nessa etapa, a concentragdo dos mediadores inflamatdérios foi feita em ambos os
espécimes (lisado celular e sobrenadante), utilizando-se o kit BD Cytometric Bead Array
Human Inflammatory Cytokines (BD Biosciences, NJ, EUA), conforme instru¢cdes do
fabricante. Foram selecionadas 7 substancias-teste dentre as apresentadas na Tabela 1
para a conducdo da avaliagdo preliminar empregando-se essa metodologia, sendo elas:
Cloreto de Benzalconio, Imidazol, Acido Tricloroacético, 1-Octanol, Etil-2-
metilacetoacetato, EDTA e Glicerol.

Inicialmente, o volume necessario de cada bead foi calculado e transferido para um
tubo conico, no qual as mesmas foram homogeneizadas e centrifugadas a 1200 RPM por
5 minutos a 21°C. Em seguida, o sobrenadante foi removido por aspiracdo e o pellet
formado foi ressuspendido no mesmo volume inicial com o reagente Serum Enhancement
Buffer, provido no kit, com o qual as beads permaneceram incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apos isso, foram distribuidos 25uL da suspensdo de beads em
cada pogo de uma placa de 96 pogos fundo “V”, de modo que cada poco recebeu ainda
25uL de cada amostra testada ou das diluicdes da curva-padrao e 25uL do reagente de
deteccao, os quais permaneceram incubados sob agitacdo por 3 horas ao abrigo da luz.
Por fim, as amostras foram lavadas por duas vezes com 150uL/poco do tampdo de
lavagem provido no kit, centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos e ressuspendidas em
200pL desse mesmo tampao, sendo posteriormente avaliadas em citdmetro de fluxo (BD
FACSCANTO II, BD Biosciences, NJ, EUA). Ap6s a quantificagdo, a concentracdo de
citocinas foi corrigida pela quantidade de proteinas totais presente nas amostras, a qual
foi determinada utilizando-se o kit BCA Protein Quantitation (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), conforme instrugdes do fabricante. Os resultados foram expressos em producao

relativa de cada citocina, em relagédo ao controle negativo.
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Figura 9: Fluxograma do ensaio de CBA para a determinacdo do perfil de citocinas produzido pela linhagem

HaCat ap0s exposicao as substancias-teste.
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Incubagdo em estufa por 24
horas

Clarificacido das amostras
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> 8000RPM — 10 minutos
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Marcacio com o Kit

conforme instrucoes do
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Leitura em citdmetro
de fluxo BD Facscanto II

Fonte: O autor.

3.5 — Avaliacdo da producédo de IL-1B pelos queratindcitos HaCat e pelo modelo

epitelial 3D mediante exposi¢cdo as substancias-teste:

Apoés a avaliagcao preliminar do perfil de citocinas produzido pela linhagem HaCat
em resposta a exposicao as diferentes substancias-teste, bem como selecdo da IL-13
como biomarcador de exposicdo a irritantes oculares, optou-se por quantificar essa
citocina no lisado celular, expandindo os testes para as demais substancias ndo testadas
na etapa anteriormente descrita. Dessa forma, os queratinécitos HaCat foram plaqueados,
expostos a CVgy de todas as substancias listadas na Tabela 3 por 24 horas e o lisado
celular foi obtido, conforme descrito na secdo 3.4. ApOos a obtencdo dos lisados, a
concentracdo de IL-1B nestes foi determinada por meio do ensaio imunoenzimatico de
ELISA, utilizando-se o kit BD OptEIA™ Set Human IL-138 (BD Biosciences, NJ, EUA),
conforme instrucbes do fabricante, cujas etapas e periodos de incubacdo estédo
demonstrados na Tabela 4. A producdo desse marcador inflamatério também foi
quantificada no meio basal dos insertos apos a exposicdo dos modelos 3D as mesmas
substancias teste (Figura 10).

Apés a conducdo do ensaio, a absorbancia dos conteudos dos pocos foi
determinada em espectrofotometro leitor de placas (Multiskan Spectrum, Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 450 nm. A quantificagao de IL-
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1B foi feita utilizando-se a curva-padrdo construida com 8 diluicdes seriadas do padréo
dessa citocina fornecido no kit (250 — 1,9 pg/mL). Adicionalmente, a concentracdo de
citocinas foi expressa em razéo a quantidade de proteinas totais nas amostras, a qual foi
determinada utilizando-se o kit BCA Protein Quantitation (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

EUA), conforme instru¢des do fabricante.

Figura 10: Fluxograma do ensaio de ELISA para a quantificagdo de IL-1B no lisado celular e no meio basal

do modelo 3D.
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Fonte: O autor.
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Tabela 4: Descricdo das etapas do ensaio de ELISA realizado para quantificacdo de IL-1B nas amostras de

lisado celular da linhagem HaCat, apds 24 horas de exposicao as substancias-teste.

Etapa Descricao Reagente Tempo de
Incubacao
1 Sensibilizacéo da Placa Anticorpo de Overnight
captura (1:250)*
2 Lavagem Tampao de -
Lavagem
3 Bloqueio Diluente de Ensaio 1 hora
4 Incubacédo com a Amostras de lisado 2 horas
amostra/padrao diluidas (1:30)*/
Diluicdes da Curva-
padrao
5 Lavagem Tampéao de -
Lavagem
6 Incubac&o com Anticorpo de Anticorpo de 1 hora
Deteccéao Deteccéo (1:1000)*
7 Lavagem Tampéo de -
Lavagem
8 Incubacéo com o Reagente Reagente 30 minutos
Enzimatico enzimatico (1:250)*
9 Lavagem Tampao de -
Lavagem
10 Incubagdo com o Substrato Substrato 30 minutos
Cromogénico
11 Parada da Reacéo Solugéo de Parada 5 minutos

*As amostras, bem como os reagentes utilizados no ensaio foram diluidos no diluente de ensaio provido no

kit.

3.6 — Obtencédo dos modelos epiteliais 3D:

Os modelos de epitélio estratificado foram construidos mediante o cultivo da
linhagem de queratinécitos HaCat em uma interface ar-liquido, obtida mediante a
utilizacao de insertos transwell (Falcon, Tewksbury, MA, EUA) com poros de 0,4uM de
didmetro, em placas de 24 pogos (BD Biosciences, NJ, EUA) sobre uma matriz de
Colageno Tipo | até a obtencdo do grau de estratificacdo desejado (Figura 11). O cultivo
dos tecidos foi realizado em meio quimicamente definido MEM-F12 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), em condi¢des livre de Soro Fetal Bovino. O Colageno Tipo | utilizado
neste trabalho foi produzido e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Gregory Thomas Kitten,

do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Figura 11: Representacdo esqueméatica da configuragdo inicial do sistema de cultivo empregado para a
obtencdo dos modelos biomiméticos de cornea.
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Fonte: O autor.

Os queratinécitos HaCat foram dissociados dos frascos de cultivo, lavados por
duas vezes com 10 mL meio de cultura livre de soro, centrifugados e contados, conforme
descrito na secdo 3.1, sendo obtida uma suspenséo celular na concentracéo de 2,5x10°
células/mL, a qual foi preparada em meio MEM-F12. Em seguida, 0 meio presente sobre
o gel de colageno foi substituido por 200uL da suspenséao celular preparada, de modo que
cada inserto recebeu 5x10° células. As placas foram mantidas em estufa de cultivo por 4
horas e, transcorrido esse tempo, 0 meio apical presente nos insertos foi removido,
expondo as células a interface ar-liquido. O dia do plaqueamento foi considerado como
Dia 0, de modo que os experimentos foram, em sua maioria, realizados no Dia 5 (Figura
12).

Figura 12: Fluxograma de obtenc&o dos modelos epiteliais 3D.

N =\ e

Adeséo dos Exposicao das Obtengao do
Queratinécitos células a grau de
a matriz de interface estratificagao
colageno ar-liquido desejado
(Dia 0) (Dia 0) (Dia 5)

Fonte: O autor.
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3.7 — Caracterizacdo dos modelos epiteliais e da cornea humana:

A caracterizagdo dos modelos reconstruidos foi feita juntamente com uma amostra
de coérnea cedida pela Fundacédo Banco de Olhos do Estado de Goias, com anuéncia da
Central de Transplantes Estadual. Tal material seria encaminhado para descarte por nao
atender os critérios minimos exigidos para ser transplantado, nos sendo concedido
mediante aprovagdo do projeto no Comité de Etica em Pesquisa da UFG (Parecer n°:
2.176.858). Foram avaliadas tanto a morfologia epitelial quanto a expressao de
biomarcadores comumente expressos no epitélio ocular, de modo que tais padrées foram
comparados aos da cérnea humana para avaliacdo do grau de similaridade do tecido

obtido com o original.

3.7.1 — Processamento das amostras para avaliacao histoldgica:

Os modelos 3D, bem como a amostra de cérnea humana foram fixados em solucéo
de paraformaldeido a 4% (pH 7,4) (30 minutos para os epitélios reconstruidos e overnight
para a cOrnea humana) e em seguida desidratados, diafanizados e incluidos em Paraplast
(Leica Microsystems, Bannockburn, EUA), conforme a sequéncia descrita a seguir:

e Desidratacao
= Etanol 70% - 30 minutos
= Etanol 80% - 30 minutos
= Etanol 95% - 30 minutos
= Etanol Absoluto | — 30 minutos
= Etanol Absoluto Il — 30 minutos
= Etanol Absoluto Il — 30 minutos
e Diafanizacdo
= Xilol I = 30 minutos
= Xilol Il = 30 minutos
e Infiltracdo
= Paraplast | — 30 minutos a 60°C
= Paraplast Il — 30 minutos a 60°C
e Incluséao
= Paraplast — 60°C
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Uma vez incluidos, foram obtidos cortes de 3um de espessura dos tecidos 0s quais
foram transferidos para laminas de microscopia e corados com Hematoxilina/Eosina para
avaliacdo da organizacdo estrutural dos mesmos. A avaliacdo, bem como a
fotodocumentacdo foram realizadas em microscopio Optico (DM 2000, Leica

Microsystems, Bannockburn, EUA).

3.7.2 — Avaliacdo da expressdo das proteinas Pan-citoqueratina, CD44 e Ki-67 por

imunofluorescéncia indireta:

Os tecidos foram caracterizados empregando-se a técnica de imunofluorescéncia
indireta, seguindo o protocolo descrito por Castro (2006). Os anticorpos empregados, bem
como as diluicdes de trabalho utilizadas estéo descritos na Tabela 5.

Inicialmente, os tecidos foram desparafinizados em trés banhos de xilol e
posteriormente hidratados em concentracbes graduais crescentes de alcool etilico (100,
95%, 80%, 70% e 50% - 5 minutos cada), sendo por fim incubadas com PBS por 10
minutos. Depois de hidratados, os cortes foram submetidos ao processo de recuperagéo
antigénica, no qual foram incubados em tampé&o-citrato (10mM) por 30 minutos em banho-
maria a 96°C. Em seguida, as laminas foram resfriadas a temperatura ambiente e lavadas
por duas vezes com PBS, sendo posteriormente incubadas por 1 hora com a solucéo de
bloqueio, composta por PBS acrescido de 1% de soro-albumina bovina (BSA) e 0,1% de
Tween 20. Apos o bloqueio, as secgbes foram incubadas overnight em camara Umida a
4°C com o0s anticorpos primarios correspondentes a cada proteina avaliada nas
concentracdes descritas na Tabela 5, sendo entdo lavadas quatro vezes com PBS e
incubadas por 1 hora com os anticorpos secundarios especificos para cada espécie
utilizada. Cabe ressaltar que os anticorpos utilizados foram preparados na solucdo de
bloqueio diluida 10 vezes (BSA 0,1% e Tween 20 0,01%). Por fim, as laminas foram
lavadas adicionalmente por 4 vezes e montadas com meio de montagem para
microscopia de fluorescéncia (90% de Glicerol acrescido de 10% de PBS). A avaliacéo e
obtenc&o das imagens foram realizadas em microscopio de fluorescéncia (DMI 4000 B,
Leica Microsystems, Bannockburn, EUA) acoplado ao software LAS-AF, filtro A4 (cor

azul), filtro N21 (cor vermelha) e filtro L5 (cor verde).
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Tabela 5: Descricdo dos anticorpos primarios e secundarios utilizados para a caracterizacdo dos tecidos

pela técnica de imunofluorescéncia indireta.

Anticorpos Primérios

Descricao Espécie Diluicdo utilizada Fabricante
Monoclonal Camundongo 1:100 Invitrogen
Anti - Pan-
citoqueratina

Monoclonal Camundongo 1:200 Millipore
Anti - CD44

Monoclonal Coelho 1:300 Invitrogen

Anti - a-tubulina

Monoclonal Camundongo Pronto para uso Leica Biosystems
Anti-Ki-67
Monoclonal Coelho 1:200 Rockland

Anti - Colageno |

Anticorpos Secundéarios

Descrigao Espécie Diluicdo utilizada Fabricante
Monoclonal Anti- Cabra 1:500 Invitrogen
Coelho
Monoclonal Anti- Cabra 1:500 Invitrogen
Camundongo

3.8 — Mensuracado da Resisténcia Transepitelial (TEER) dos modelos 3D:

A Resisténcia Elétrica Transepitelial (Transepithelial Electrical Resistance — TEER),
€ um parametro quantitativo que pode ser avaliado de modo a determinar a resisténcia
elétrica através de biomembranas, consistindo em um indicador sensivel e preciso para
se determinar a funcdo de barreira de tecidos construidos in vitro. O principio dessa
avaliacdo consiste na aplicacdo de uma corrente elétrica alternada em um sistema de
eletrodos, de maneira a determinar a conduténcia de ions através da via paracelular do
epitélio, possibilitando estimar quantitativamente a integridade das jun¢des comunicantes

do mesmo (Srinivasan et al., 2015).
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A verificacdo da funcdo de barreira dos epitélios reconstruidos foi realizada
diariamente durante 7 dias visando determinar padrdes de aumento e/ou diminuicdo
desse parametro, mediante a utilizacdo do sistema Millicell® ERS-2 (Millipore corporation,
MA, EUA). Para tal, os eletrodos do sistema foram posicionados nos compartimentos
superior e inferior do inserto transwell, sendo estes preenchidos com 800uL e 1,5 mL de
PBS no momento das medi¢des, respectivamente. O branco adotado para as medidas
consistiu em um inserto que continha apenas a matriz de coldgeno, sem adicdo das
células, de forma que o valor final do TEER obtido para os tecidos foi subtraido do valor
da resisténcia fornecida pelo gel. A medida fornecida no display do equipamento foi
registrada, de modo que as mensuracdes foram realizadas em triplicada para cada tecido

avaliado.

3.9 - Avaliacdo da aplicabilidade do modelo epitelial para a identificacdo de

substancias irritantes oculares:

Visando-se determinar a capacidade preditiva do modelo biomimético de cérnea
em relacdo a classificacdo de agentes irritantes e ndo irritantes, a aplicabilidade do
mesmo foi avaliada mediante sua exposicdo as substancias com classificacdo conhecida,
as quais encontram-se elencadas na Tabela 6.

Inicialmente, os modelos epiteliais foram construidos, conforme descrito na se¢ao
3.6 e cultivados, de modo que as exposi¢cdes foram conduzidas no dia 5 apos o
plagueamento. As substancias foram expostas puras ou nas concentragdes descritas nas
referéncias bibliogréaficas utilizadas para selecao, conforme descrito na Tabela 6.

Para os compostos liquidos, foram depositados 50uL da substancia ou solucéo
diretamente sobre a superficie epitelial. Em contrapartida, para os soélidos foram
adicionados 50mg da substancia e, logo em seguida, 50uL de PBS para aumentar o
contado do composto com o epitélio, conforme descrito por Bartok e colaboradores
(2015). Os controles negativos e positivos foram expostos a 50uL de PBS e 50uL de
solucdo de Cloreto de Benzalcdnio a 5%, respectivamente. A exposi¢éo foi realizada em
temperatura ambiente por 5 minutos e, em seguida, a superficie epitelial dos modelos foi
lavada por trés vezes com 600uL de PBS. O tempo de exposicao foi escolhido com base
no tempo empregado pelo guia de teste n. 491 da OECD (Short Time Exposure test), que se

baseia na avaliacdo do potencial de toxicidade ocular de substancias apds um curto periodo
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de exposicdo. Apés as lavagens, os modelos foram cultivados adicionalmente por 24
horas antes de serem submetidos a avaliacdo da viabilidade tecidual, visando-se

contemplar eventos de reversibilidade do dano induzido pelas substancias-teste.

Tabela 6: Descricdo das substancias-teste, bem como concentracdes empregadas na exposicdo dos

modelos biomiméticos de cérnea.

Cédigo Descricédo Estado Fisico Concentracéo
Testada
1 Cloreto de Solido 5%
Benzalconio
2 Imidazol Solido Puro
3 Acido Solido 30%
Tricloroacético
4 1-Octanol Liquido Puro
5 Hidréxido de Sdlido 1%
sédio
6 Nitrato de Amonio Solido Puro
7 Cloreto de 2,6- Liquido Puro
Diclorobenzoll
8 Etil -2 — Liquido Puro
metilacetoacetato
9 Acido Glicélico Liquido 10%
10 Ciclopentanol Liquido Puro
11 EDTA sal Sdlido Puro
dissodico
12 Glicerol Liquido Puro
13 PEG 400 Liquido Puro

A verificagdo da viabilidade dos modelos foi feita por meio do método de redugéo
do MTT, conforme o protocolo utilizado por Jung e colaboradores (2011), conduzido com
algumas adaptacdes no presente estudo. Para tal, o0 meio do compartimento basal dos
insertos foi coletado e armazenado a -80°C para a quantificacdo de IL-13 por ELISA
conforme descrito no item 4.5, sendo substituido por meio de cultura acrescido de MTT a
0,5mg/mL. As placas foram incubadas em estufa de cultivo celular por 3 horas e, em
seguida, os tecidos foram removidos dos insertos, sendo submetidos a extracdo do
formazan mediante incubagdo por 3 horas em temperatura ambiente com 1 mL de
Isopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), sob agitacdo de 20 RPM. Por fim, a
solucdo de formazan obtida foi transferida para placas de 96 pocos (100uL/poco) e a
absorbancia foi determinada em espectrofotémetro leitor de placas (Multiskan Spectrum,

Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) a 560 nm. Os experimentos foram conduzidos em
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duplicata e a viabilidade tecidual dos epitélios expostos foi calculada em relacdo a
viabilidade do controle negativo (PBS).

3.10 — Utilizagao da plataforma em monocamada e do modelo epitelial para a
avaliacéo do potencial de toxicidade ocular de Henas de sobrancelha:

Uma vez delineada a capacidade preditiva do modelo para avaliacdo de
substancias quimicas isoladas, verificou-se a aplicabilidade deste para a andlise do perfil
de toxicidade ocular de misturas (“real life mixtures”) com baixo potencial de irritagdo
ocular, como 0 objetivo de se investigar o dominio de aplicacdo do método. Foram
selecionadas cinco amostras de hena de sobrancelha comercializadas no Brasil, as quais
ndo continham no rétulo informagBes sobre possiveis danos mediante contato com 0s
olhos sendo, portanto consideradas como ndo irritantes. As amostras foram avaliadas
tanto em relacdo ao perfil pro-inflamatério em monocamada mediante a quantificacdo de
IL-1B, quanto ao efeito sobre os modelos epiteliais 3D.

Para as avaliacbes em monocamada, primeiramente procedeu-se com a avaliagcdo
da citotoxicidade das amostras sobre os queratindcitos HaCat, conforme descrito com
detalhes na secdo 3.3. Posteriormente, tais células foram expostas a CVgo das misturas
por 24 horas, sendo o lisado celular coletado para a quantificacdo de IL-18 por ELISA
(secéo 3.5).

Para a exposicdo dos modelos 3D, uma dispersdo a 10% de cada amostra foi
preparada e os mesmos foram expostos a 50ul desta, por 5 minutos. A avaliacdo da

viabilidade tecidual foi realizada conforme descrito na sec¢éo 4.9.

3.11 — Analise estatistica:

Os resultados foram expressos como valor de média + desvio padrdo dos valores
obtidos nas diferentes réplicas dos experimentos executados. Considerando 0s ensaios
de citotoxicidade, os valores de Clsg e CVgo foram determinados por meio de regressao
nao linear. Para os experimentos relacionados ao perfil inflamatério e a determinacéo da
viabilidade tecidual, os valores foram comparados utilizando-se o teste One-Way ANOVA
seguido do poés-teste de Tukey para a determinacdo de diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos avaliados. Tal condicao foi verificada quando o valor de “p”
mostrou-se inferior a 0,05, considerando um intervalo de confianca de 95%. Todas as

analises supracitadas foram executadas utilizando-se o software Graphpad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 - Citotoxicidade das substancias teste frente os queratinécitos HaCat:

A citotoxicidade das substancias foi determinada com o objetivo se verificar a
concentracdo ideal das mesmas a serem utilizadas nos ensaios posteriores, bem como
avaliar a existéncia de uma possivel correlacdo entre a viabilidade celular obtida apés a
exposicao e o potencial irritante dos agentes avaliados. Os valores da Clso (Concentracao
Inibitéria de 50% do crescimento celular) e da CVgy (Concentracdo na qual a viabilidade

celular € de 80%) de cada substancia estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Classificagdo das substancias-teste conforme os diferentes graus de irritagdo ocular e valores de
CI50 e CV80 obtidos no do ensaio de citotoxicidade. Os valores foram obtidos por meio do método de

reducdo do MTT, mediante a avaliacdo de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

Cddigo Substancia Classificacao Clsg CVgo
In vivo (mg/mL) | (mg/mL)
(Draize)
1 Cloreto de Benzalcbonio Categoria 1 0,0027 0,0016
2 Imidazol Categoria 1 2,98 1,28
3 Acido Tricloroacético Categoria 1 2,01 1,10
4 1-Octanol Categoria 2A 0,12 0,07
5 Hidroxido de sodio Categoria 2A 1,63 0,73
6 Nitrato de Amonio Categoria 2A 2,48 1,08
7 Cloreto de 2,6- Categoria 2A 0,25 0,04
Diclorobenzoill
8 Etil — 2 — Categoria 2B 4,38 1,78
metilacetoacetato
9 Acido Glicélico Categoria 2B 3,43 0,63
10 Ciclopentanol Categoria 2B 3,03 1,38
11 EDTA dissadico N&o 1,08 0,58
categorizado
12 Glicerol N&o >10,0 >10,0
categorizado
13 PEG 400 Nao >10,0 >10,0
categorizado

Categoria 1: Substancias que ocasionam dano ocular grave; Categoria 2A: Irritante moderado; Categoria
2B: Irritante leve; Nao categorizado: N&o irritante; Clsy: Concentracdo Inibitéria de 50% do crescimento

celular; CVgo: Concentracdo na qual a viabilidade celular € de 80%.
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4.2 - Determinacao do perfil de citocinas da linhagem HaCat mediante exposicao as
substancias-teste:

Com o intuito de investigar possiveis alteracdes inflamatérias induzidas nos
gueratindcitos humanos frente a exposicao a irritantes oculares, bem como estabelecer
correlagbes qualitativas e quantitativas entre potencial de irritacdo e producdo de
biomarcadores de inflamagdo, o perfil de citocinas produzido pela linhagem foi
determinado por meio da técnica de CBA, a qual possibilitou a quantificacdo simultanea
de um painel de seis citocinas (IL-6, IL-8, IL-10, IL-1B, TNF e IL-12p70) no sobrenadante e
no lisado celular apds 24 horas de exposicao as substancias teste.

Mediante tal quantificagdo no sobrenadante da cultura, verificou-se que apesar de
algumas substancias ocasionarem aumentos pontuais da secrecdo de citocinas pelos
gueratindcitos, ndo foi observada nenhuma correlacdo entre o potencial irritante e a
producdo desses biomarcadores, conforme demonstrado na Figura 13. Contudo,
considerando-se o conteudo intracelular, o qual foi avaliado mediante analise do lisado
celular, observou-se diferencas no padréao de producédo de algumas das citocinas.

Conforme demonstrado nas Figuras 14A e 14B a exposi¢do as substancias que
ocasionam dano ocular grave (Subst. 1, 2 e 3), induziu um aumento na producao
intracelular das interleucinas pro-inflamatorias IL-18 e IL-6, o qual ndo esta vinculado a
um aumento na secrecdo das mesmas para 0 meio extracelular, uma vez que tal
parametro ndo foi proporcionalmente alterado nas amostras de sobrenadante
correspondentes a tais substancias. Entretanto, comparando-se esses dois marcadores,
nota-se que a producdo de IL-6 apresentou aumento significativo para uma das
substancias nao irritantes, demonstrando menor especificidade em relagdo a IL-1f3, que
por sua vez teve a producdo aumentada apenas mediante exposi¢ao a irritantes severos,
moderados ou leves. Paralelamente, para as substancias da Categoria 1, observou-se
uma tendéncia de aumento na producao intracelular da citocina anti-inflamatoria IL-10,
tanto individualmente (Figura 14D) quanto apds o agrupamento das substancias nas
diferentes categorias do UN GHS (Figura 15D). Considerando as demais citocinas
avaliadas, alteracdes pontuais foram obtidas para algumas das substancias, as quais nao
se correlacionaram com o potencial irritante e, consequentemente foram inconclusivas,
ndo sendo consideradas nas analises posteriores.

Adicionalmente, por meio do agrupamento dos resultados oriundos das

substancias em suas respectivas categorias do UN GHS (Figura 15), observa-se um
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aumento gradual na producao de IL-13 de acordo com o potencial de irritagdo, de modo
gue as substancias que ocasionam dano ocular grave induziram aumento superior
guando comparadas aos irritantes moderados/leves, seguidos pelas substancias nao
irritantes, que apresentaram niveis de producdo comparaveis aos do controle negativo
(Figura 15A). Para a IL-6, por outro lado, tal proporcionalidade n&o foi observada, de
modo que a IL-1B foi selecionada como biomarcador para as avaliagdes subsequentes
referentes as alteracdes inflamatdrias induzidas pelos agentes irritantes oculares

avaliados.
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Figura 13: Producao das citocinas IL-1B8 (A), IL-6 (B), IL-8 (C), IL-10 (D), IL-12p70 (E) e TNF-a (F) por queratinécitos HaCat apds exposicdo a CVg, das substancias
teste selecionadas para a andlise preliminar. A quantificacé@o foi realizada por meio da técnica de CBA nas amostras de sobrenadante coletado 24 horas apoés a
exposicdo. Os resultados estdo expressos como média e desvio padrédo obtidos com a avaliagédo de dois experimentos independentes, realizados em duplicata. (* p
< 0,05; **p<0,01; *** p < 0,001 quando comparado ao controle negativo).
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Figura 14: Producéo das citocinas IL-1B (A), IL-6 (B), IL-8 (C), IL-10 (D), IL-12p70 (E) e TNF-a (F) por queratinécitos HaCat apds exposigcdo a CVgydas substéancias
teste selecionadas para a analise preliminar. A quantificacéo foi realizada por meio da técnica de CBA nas amostras de lisado celular coletado 24 horas apés a
exposicdo. Os resultados estdo expressos como meédia e desvio padréo obtidos com a avaliagdo de dois experimentos independentes, realizados em duplicata. (* p
< 0,05; **p<0,01; *** p < 0,001 quando comparado ao controle negativo).
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Figura 15: Producéo das citocinas IL-1B (A), IL-6 (B), IL-8 (C), IL-10 (D), IL-12p70 (E) e TNF-a (F) por queratinécitos HaCat apds exposigcdo a CVgydas substéancias
teste agrupadas nas diferentes categorias do UN GHS conforme o potencial de irritacdo ocular. A quantificacdo foi realizada por meio da técnica de CBA nas
amostras de lisado celular coletado 24 horas ap6s a exposi¢cdo. Categoria 1: Substancias que ocasionam dano ocular grave; Categoria 2: Irritantes

moderados/leves; Nao categorizadas: Nao irritantes.
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4.3 - Producdo de IL-1B pelos queratinécitos HaCat mediante exposicdo as
substancias teste:

Apés a selecdo da Interleucina IL-1B como biomarcador inflamatério, a produgao
dessa citocina foi, em segunda instancia, avaliada no por meio da técnica de ELISA, de
modo que a analise foi estendida a todas as substancias teste, contemplando as que nao
haviam sido avaliadas pela técnica de CBA. O objetivo dessa avaliacdo foi aumentar o
namero de substancias pertencentes a cada categoria do UN GHS de forma a avaliar se o
padrdo de producédo observado no ensaio supracitado se manteria 0 mesmo ou seria

alterado pela insercado de amostras adicionais.

Confirmando o perfil observado no teste de CBA, a exposi¢cdo dos queratindcitos a
CVgo das substancias ocasionou alteracdes no padrdo de producdo da citocina avaliada,
conforme demonstrado na Figura 16 e na Tabela 8. Considerando as substancias que
ocasionam dano ocular (Categoria 1), todas conduziram a um aumento significativo na
producdo de IL-1B (Figura 16A), de modo a se verificar diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao controle negativo. Por outro lado, para as substancias irritantes
moderadas, observou-se aumento significativo apenas para duas das substancias
avaliadas, sendo elas o Hidroxido de Sodio e o Nitrato de Amoénio. Tal fato deve-se,
provavelmente a natureza volatil das demais substancias pertencentes a essa categoria
(1-Octanol e Cloreto de 2,6-Diclorobenzoil), as quais possivelmente foram volatilizadas
durante o periodo de incubacdo, ndo permanecendo na concentracdo e no tempo

adequados para ocasionarem altera¢des inflamatérias nos queratinécitos.

Observou-se ainda um resultado semelhante para as substancias da Categoria 2B,
das quais apenas o Acido Glicélico conduziu ao aumento significativo da producdo do
biomarcador inflamatério, dada a volatilidade das outras duas amostras (Etil-2-
metilacetoacetato e Ciclopentanol). Considerando-se as substancias néao irritantes, nao
foi observado aumento apos a exposicdo as mesmas sendo, contudo, observada uma

diminuicao significativa da producao de IL-1f induzida pelo Glicerol e pelo PEG 400.
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Tabela 8: Producgéo de IL-13 pelos queratindcitos HaCat apds 24 horas de exposicado a CVg das diferentes

substancias teste. Os resultados foram obtidos por meio da técnica de ELISA, sendo expressos sob a forma

de média *+ desvio padrdo de dois experimentos independentes realizados em duplicata. Os valores

relativos foram calculados em relac&o ao controle negativo.

Cddigo Substancia Classificacao In Producéo Relativa de
vivo (Draize) IL-1B
(% do controle negativo)
Média + Desvio Padréo

1 Cloreto de Benzalcbnio Categoria 1 265,6 +14,8

2 Imidazol Categoria 1 221,8 £ 23,6

3 Acido Tricloroacético Categoria 1 2216,0 £ 142,3

4 1-Octanol Categoria 2A 36,17 £ 235

5 Hidréxido de sédio Categoria 2A 510,4 +£102,8

6 Nitrato de Aménio Categoria 2A 530,4 £ 77,7

7 Cloreto de 2,6- Categoria 2A 235,8 +47,6

Diclorobenzoil

8 Etil — 2 — metilacetoacetato Categoria 2B 91,0+ 16,1

9 Acido Glicélico Categoria 2B 310,7 £ 24,5

10 Ciclopentanol Categoria 2B 0,4+£0,2

11 EDTA dissodico Nao 82,71 +£21,6
categorizado

12 Glicerol Nao 17,02 +12,4
categorizado

13 PEG 400 Nao 16,80 + 8,6
categorizado

Categoria 1: Substancia que ocasiona dano ocular grave; Categoria 2A: Irritante moderado; Categoria 2B:

Irritante leve; Nao categorizado: Nao irritante;

Uma vez analisadas as alteracdes individuais promovidas pelas substancias teste,

os resultados foram agrupados nas diferentes categorias do UN GHS para possibilitar a

verificacdo de possiveis correlagdes quantitativas entre o potencial irritante e inducéo de

aumento na expressdo de IL-1B. Diante dos resultados, verificou-se que, conforme

observado no teste de CBA, houve um aumento gradual na producdo da citocina

conforme a severidade do irritante avaliado. Estatisticamente, observou-se diferenga entre

as substancias das categorias 1 e ndo categorizadas; 2A e 2B; 2A e ndo categorizadas

(Figura 17). Tais dados sugerem que, baseando-se na producdo de IL-1B apds a

exposicdo a CVgy é possivel distinguir substancias que promovem dano ocular grave e

irritantes moderados em relacdo a substancias néo irritantes.
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Figura 16: Producdo de IL-1B pela linhagem de queratinécitos HaCat apds 24 horas de exposicao as
diferentes substancias-teste, de acordo com a classificacdo pelo sistema UN GHS, obtida por meio da
técnica de ELISA. (A) Substancias que induzem dano ocular grave (Categoria 1); (B) Substancias irritantes
moderadas (Categoria 2A); (C) Substancias irritantes leves (Categoria 2B); (D) Substancias néo irritantes
(N&o categorizadas). Os resultados estao expressos como média e desvio padrdo obtidos com a avaliacao
de dois experimentos independentes, realizados em duplicata. (* p < 0,05; **p<0,01; *** p < 0,001 quando
comparado ao controle negativo).
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Figura 17: Producdo de IL-1B por queratinécitos HaCat apds exposicdo a CVgy das substancias teste
agrupadas nas diferentes categorias do UN GHS conforme o potencial de irritacdo ocular. A quantificagdo
foi realizada por meio do ensaio de ELISA nas amostras de lisado celular coletado 24 horas apés a
exposigéo. Categoria 1: Substancias que induzem dano ocular; Categoria 2: Irritantes moderados/leves;
N&o categorizadas: N&o irritantes. (* p < 0,05; *** p < 0,001 quando comparado ao controle negativo).
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4.4 — Caracterizacdo dos modelos biomiméticos de cérnea:

Mediante a caracterizacdo histologica dos modelos epiteliais, verificou-se que as
condi¢cdes empregadas possibilitaram a obtencdo de um epitélio cuja estratificacdo pode
ser observada no terceiro dia de cultivo dos queratindcitos em interface ar-liquido, no qual
foram observadas cerca de 2-3 camadas de células (Figura 18A). No quinto dia de cultivo,
pbde-se notar a presenca de 4-5 camadas de células epiteliais, conforme observado
também para a cérnea humana, sendo a espessura epitelial também comparavel a do
tecido original (Figura 18B). A partir do sétimo dia, o tecido apresentou sinais de
degeneracdo celular como, por exemplo, intenso pleomorfismo nuclear, vacuolizagcéo
citoplasmatica e descamacao epitelial, 0s quais mostraram-se mais evidentes no décimo
dia de cultivo, de modo que no décimo segundo dia o epitélio apresentou total
descamacéao (Figura 18A). Com base em tais observacdes, optou-se pela execugédo dos
testes posteriores no quinto dia apés o inicio do cultivo dos modelos 3D, no qual o epitélio
mostrou-se com a integridade celular e tecidual adequadas, bem como morfologicamente

semelhante ao da cornea humana.

A expressdo de biomarcadores epiteliais, por sua vez, foi feita por meio da
técnica de imunofluorescéncia indireta, sendo avaliadas as proteinas pan-citoqueratina,
CD44 e Ki-67. Os marcadores colageno | e a-tubulina foram utilizados para a delimitacédo
da porcdo basal do epitélio, bem como do citoplasma das células epiteliais,
respectivamente, com o objetivo de determinar precisamente a imunolocalizacdo das
proteinas avaliadas. Conforme demonstrado na Figura 19, o epitélio apresentou
expressdo citoplasmatica de Pan-citoqueratina sob um padrdo muito semelhante ao
observado para o epitélio da cornea humana, o que denota o fenétipo epitelial das células
constituintes do modelo 3D. Em relacdo ao CD44 (Figura 20), responséavel pelas
interacbes célula-célula, tal proteina foi expressa predominantemente na membrana
plasmatica dos queratinécitos, com marcacdo evidente nas regides de contato
intercelular. O marcador de proliferacdo celular Ki-67, por sua vez, foi a Unica proteina
cuja expressao diferiu visivelmente em relagdo ao tecido original, sendo observada a
expressao em todas as camadas do epitélio, diferentemente da cérnea humana, na qual

foi observada uma baixa expressao, que se limitou apenas a camada basal (Figura 20).
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Figura 18: Fotomicrografias demonstrando a cinética de crescimento epitelial dos modelos biomiméticos de cérnea (A), bem como a comparagédo histomorfoldgica

do mesmo com a cornea humana (B). As imagens foram obtidas ap6s a coloracéo dos cortes por Hematoxilina-eosina, sendo adquiridas em microscopio éptico em

objetiva de 40x.
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Figura 19: Fotomicrografias demonstrando a imunolocalizacéo da proteina Pan-citoqueratina no modelo 3D e no tecido epitelial de cérnea humana. As imagens

foram obtidas por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta, sendo adquiridas em microscépio de fluorescéncia na objetiva de 20x.
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Figura 20: Fotomicrografias demonstrando a imunolocalizagdo das proteinas CD44 e a-tubulina (A); Ki-67 e colageno tipo | (B) no modelo 3D e no tecido epitelial

de cérnea humana. As imagens foram obtidas por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta, sendo adquiridas em microscépio de fluorescéncia na objetiva de

20x.
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Somada aos resultados anteriormente descritos, a resisténcia transepitelial
(TEER) também foi diariamente avaliada durante sete dias para avaliar a funcdo de
barreira do epitélio reconstruido. Conforme evidenciado na Figura 21, o modelo
apresentou valores positivos de resisténcia desde o primeiro dia de cultivo, os quais
demonstraram um discreto aumento até o terceiro dia, que foi retomado no quinto dia de

crescimento e se mantiveram constantes até o fim da avaliag&o.

Figura 21: Representacdo grafica da resisténcia transepitelial (TEER) do modelo biomimético de cérnea
durante sete dias de avaliagéo. Os resultados foram obtidos mediante utilizac&o do sistema Millicel® ERS-2,

sendo as medidas realizadas diariamente, em duplicata.
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4.5 - Avaliacéo da aplicabilidade do modelo epitelial para a deteccdo de substéncias
irritantes:

A viabilidade tecidual dos modelos foi utilizada como parametro para avaliar a
capacidade preditiva destes em relacdo a classificacdo de agentes irritantes oculares.
Para tal, os mesmos foram expostos a substancias pertencentes as diferentes categorias
do UN GHS, tendo a viabilidade tecidual determinada 24 horas apds a exposi¢éao,

mediante utilizacdo do método de reducao do MTT.

Apés a avaliacdo dos resultados, verificou-se que diferengas na viabilidade dos
modelos foram observadas apds exposi¢cdo as diferentes substancias, resguardando-se
diferencas em relacéo as diferentes categorias, as quais estao representadas na Tabela 9

e na Figura 22.
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Tabela 9: Valores de viabilidade tecidual obtidos ap6s a exposicdo dos modelos 3D as substancias oriundas

das diferentes categorias do UN GHS. Os testes foram realizados em duplicata e os valores estao

expressos como meédia + desvio padrdo, sendo obtidos mediante o método de reducdo do MTT 24 horas

apos a exposicao.

Cddigo Substancia Classificacéao Viabilidade Tecidual
In vivo (Draize) | (% em relagdo ao controle
negativo)
Média = Desvio padrao
1 Cloreto de Benzalcbnio 5% Categoria 1 3,81 +0,28
2 Imidazol Categoria 1 1,13 +0,06
3 Acido Tricloroacético 30% Categoria 1 2,95 +0,18
4 1-Octanol Categoria 2A 2,27+1,42
5 Hidréxido de sbdio 1% Categoria 2A 0,75+ 0,35
6 Nitrato de Amonio Categoria 2A 21,47 + 3,61
7 Cloreto de 2,6-Diclorobenzoil Categoria 2A 24,84 +£ 13,40
8 Etil — 2 — metilacetoacetato Categoria 2B 93,37 £ 12,36
9 Acido Glicélico 10% Categoria 2B 0,96 +1,35
10 Ciclopentanol Categoria 2B 2,04 £0,45
11 EDTA dissédico Nao 112,87 £ 6,34
categorizado
12 Glicerol N&o 79,85 £ 24,36
categorizado
13 PEG 400 Nao 63,27 + 8,89
categorizado

Categoria 1: Substancia que induz dano ocular grave; Categoria 2A: Irritante moderado; Categoria 2B:

Irritante leve; Nao categorizado: N&o irritante;

Apos a avaliagdo individual dos valores de viabilidade tecidual obtidos mediante

exposicdo dos modelos as diferentes substancias, os resultados foram agrupados de

modo a possibilitar avaliacdes referentes a correlacdo desse endpoint com o potencial

irritante dos agentes testados (Tabela 10). Mediante avaliacdo estatistica, constatou-se

gue os resultados obtidos para as Categorias 1, 2A e 2B diferiram significativamente dos

valores encontrados para as amostras néo categorizadas, o que evidencia a capacidade

do método proposto em distinguir substancias irritantes de nao irritantes (Figura 23).
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Figura 22: Viabilidade tecidual dos modelos epiteliais 24 horas apds exposi¢éo as diferentes substancias-

teste, de acordo com a classificacdo pelo sistema UN GHS. (A) Substancias que induzem dano ocular grave

(Categoria 1); (B) Substancias irritantes moderadas (Categoria 2A); (C) Substéncias irritantes leves

(Categoria 2B); (D) Substancias nao irritantes (Nao categorizadas). Os resultados estdo expressos como

média e desvio padrao obtidos com a avaliacdo de ensaios realizados em duplicata. (* p < 0,05; **p<0,01;

*** n < 0,001 quando comparado ao controle negativo), sendo obtidos por meio da utilizacdo do método de

reducédo do MTT.
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Tabela 10: Resultados obtidos frente 0 agrupamento dos valores de viabilidade tecidual nas diferentes
categorias do UN GHS, de acordo com a classificacdo das substancias-teste avaliadas. A avaliacdo foi
realizada 24 horas ap08s a exposi¢cdo dos modelos as amostras, por meio do método de reducéo do MTT.

Categoria UN GHS Valor Minimo Valor Maximo Média Desvio Padréo
(% do controle) (% do controle)
1 1,10 4,01 2,63 1,24
2A 1,70 34,32 16,34 12,36
2B 0,00 102,10 38,18 46,46
N&o categorizadas 56,99 117,4 85,33 25,55
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Figura 23: Viabilidade tecidual dos modelos epiteliais 24 horas apds exposi¢éo as diferentes substancias-
teste agrupadas nas diferentes categorias do UN GHS, conforme o potencial de irritacdo ocular, avaliada
por meio do método de reducdo do MTT. Categoria 1: Substancias que induzem dano ocular grave;
Categoria 2: Irritantes moderados/leves; Nao categorizadas: N&o irritantes. (* p < 0,05; *p<0,01; *** p <

0,001 quando comparado ao controle negativo).
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Adicionalmente, objetivando-se avaliar a reprodutibilidade da obtencdo dos
modelos epiteliais, a viabilidade tecidual de 12 diferentes lotes dos mesmos foi avaliada
para verificar possiveis flutuacdes nos valores basais de absorbancia fornecidos pela
analise dos controles negativos. Tal resultado (Figura 24) mostra que tais valores variam
dentro do intervalo de 0,2 a 0,4, ndo apresentando grande variabilidade dentro dessa
faixa, o que denota a reprodutibilidade desse endpoint, bem como do método de obtencéo

utilizado para a construcao dos tecidos.

Figura 24: Representacao gréafica dos valores de absorbancia obtidos mediante a avaliacao de 12 diferentes

lotes do modelo biomimético de cérnea, obtidos por meio da técnica de reducdo do MTT.
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4.6 - Avaliacdo da producdo de IL-1B pelo modelo 3D apds exposicdo as
substancias teste

Com o objetivo de comparar os resultados referentes ao perfil inflamatério dos
gueratindcitos HaCat frente a exposi¢cdo aos compostos testados, o ensaio de ELISA para
guantificacado de IL-1B foi conduzido com o meio presente no compartimento basal dos
insertos, 24 horas apds a exposicdo dos modelos epiteliais as substancias-teste.
Conforme observado na Figura 25 e na Tabela 11, as substancias que promovem dano
ocular grave (Categoria 1) em sua totalidade ocasionaram uma diminuicdo na producao
desse biomarcador, o que de certa forma era previsivel, uma vez que tais substancias
conduziram a completa perda da viabilidade tecidual. Resultado semelhante foi obtido
para o NaOH 1% (Categoria 2A), que suscitou na diminuicdo da producdo de IL-13
associada a auséncia de viabilidade celular detectavel. Para as demais substancias,
observou-se aumento significativo ou auséncia de alteracdes significativas para tal

alteracédo inflamatoria (Figura 25).

Da mesma forma como foi feito para os demais endpoints avaliados, a producao de
IL-1B pelo modelo biomimético de cérnea também foi avaliada mediante o agrupamento
dos resultados nas respectivas categorias do UN GHS. Conforme ilustrado na Figura 26,
com excecdo da Categoria 1 todas as demais categorias, bem como as substancias nao
categorizadas, conduziram a um aumento na producdo desse biomarcador, ndo sendo

constatadas diferencgas significativas entre os diferentes grupos.
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Tabela 11: Producdo de IL-1B pelos modelos biomiméticos de cérnea 24 horas ap0s a exposicdo as

substancias pertencentes as diferentes categorias do UN GHS. Os ensaios foram conduzidos em duplicata

e realizados por meio da técnica de ELISA, sendo os resultados expressos como Média + Desvio Padrao.

Codigo Substancia Classificagéo Producgéo de IL-1pB pelos
In vivo (Draize) | modelos 3D (% do controle
negativo)
Média + Desvio padréo

1 Cloreto de Benzalconio 5% Categoria 1 *

2 Imidazol Categoria 1 *

3 Acido Tricloroacético 30% Categoria 1 *

4 1-Octanol Categoria 2A 860,67 + 110,27

5 Hidroxido de sédio 1% Categoria 2A 1,76 £2,48

6 Nitrato de Amonio Categoria 2A 997,56 + 354,48

7 Cloreto de 2,6-Diclorobenzoil Categoria 2A 119,66 + 54,08

8 Etil — 2 — metilacetoacetato Categoria 2B 1083,69 + 192,10

9 Acido Glicélico 10% Categoria 2B 185,93 + 57,70

10 Ciclopentanol Categoria 2B 779,91 + 49,38

11 EDTA dissédico Nao 472,07 +127,10
categorizado

12 Glicerol N&o 1229,43 + 74,89
categorizado

13 PEG 400 Nao 252,75 + 67,98
categorizado

* Valores abaixo do limite de detec¢do do método. Categoria 1: Substancia que induz dano ocular grave;

Categoria 2A: Irritante moderado; Categoria 2B: Irritante leve; Nao categorizado: Nao irritante;

84



Figura 25: Producao de IL-1B pelo modelo epitelial 24 horas apos a exposicao as diferentes substancias-

teste, de acordo com a classificacéo pelo sistema UN GHS. (A) Substancias que induzem dano ocular grave

(Categoria 1); (B) Substancias irritantes moderadas (Categoria 2A); (C) Substancias irritantes leves

(Categoria 2B); (D) Substancias nao irritantes (Nao categorizadas). Os resultados estdo expressos como

média e desvio padrdo obtidos com a avaliacdo de dois experimentos independentes. (**p<0,01; *** p <

0,001 quando comparado ao controle negativo).
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Figura 26: Producéo de IL-13 pelo modelo epitelial 24 horas ap6s exposigdo as substancia teste agrupadas

nas diferentes categorias do UN GHS, de acordo com o potencial de irritacdo ocular, a qual foi obtida

empregando-se 0 método de ELISA.
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4.7 — Avaliacdo do potencial de irritacdo ocular das amostras de Hena mediante
utilizacdo da plataforma em monocamada e do modelo epitelial 3D:

A aplicabilidade dos métodos propostos considerando-se a avaliacdo das
chamadas “real life mixtures” ou misturas da vida real foi verificada mediante a conducéao
de testes com cinco amostras de Hena de sobrancelha comercializadas localmente, as
quais nao continham no rétulo nenhuma adverténcia sobre possiveis riscos de irritacao
ocular frente a exposicdo. Dessa forma, o potencial citotoxico das mesmas foi avaliado
sobre os queratindcitos HaCat em monocamada para a determinacdo da CVgo, de modo a
possibilitar a avaliagdo da producdo de IL-13 apds o tratamento com essa concentragao

referente a cada produto.

Avaliando-se a atividade citotdxica, constatou-se que todas as amostras
apresentaram citotoxicidade de modo concentracdo-dependente apos 24 horas de
exposicao, conforme representado na Figura 27, de modo que os valores das Clsp e da
CVgo estao descritos na Tabela 12.

Tabela 12: Valores de Clsy e CVg das amostras comerciais de Hena de sobrancelha, obtidos por meio do
método de reducdo do MTT apds 24 horas de exposi¢cdo as concentracdes de 10 — 0,078mg/mL. Foram

avaliadas as médias de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.

Amostra Clso (mg/mL) CVgo (Mmg/mL)
Hena 1 0,34 0,24
Hena 2 1,45 0,58
Hena 3 1,23 0,68
Hena 4 0,15 0,06
Hena 5 0,14 0,02

Clso: Concentragdo Inibitéria de 50% do crescimento celular; CVgy: Concentracdo na qual a viabilidade

celular é de 80%.

Ap6s a avaliacdo do perfil citotoxico das amostras, a producdo de IL-1B pela
linhagem HacCat foi investigada para avaliacdo do possivel efeito pro-inflamatorio destas,
conforme demostrado pelos ensaios conduzidos com as substancias-teste. Entretanto, de
posse dos resultados verificou-se que, em relacdo ao controle negativo, as misturas nao
promoveram alteracdes significativas na producdo desse biomarcador inflamatorio,

conforme demonstrado na Tabela 13 e na Figura 28.
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Figura 27: Citotoxicidade das amostras comerciais de Hena de sobrancelha 1(A), 2(B), 3 (C), 4 (D) e 5(D) sobre os queratindcitos HaCat, obtida por meio do

método de reducdo do MTT. As amostras foram expostas por 24 horas nas concentracdes de 10,0 — 0,078mg/mL, sendo avaliadas a média de trés experimentos

independentes, realizados em triplicata.
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Tabela 13: Producéo de IL-1B pelos queratindcitos HaCat apds 24 horas de exposigdo a CVg, das diferentes
amostras de Hena de sobrancelha. Os resultados foram obtidos por meio da técnica de ELISA, sendo
expressos sob a forma de média + desvio padrdo de dois experimentos independentes realizados em
duplicata. Os valores relativos foram calculados em relacdo ao controle negativo.

Amostra Producéo Relativa de
IL-18
(% do controle negativo)
Média + Desvio Padréo

Hena 1 123,9+8,4
Hena 2 110,0+1,4
Hena 3 1419+ 226
Hena 4 104,8+2,7
Hena 5 102,9+6,0

Figura 28: Producéo de IL-1B pela linhagem de queratindcitos HaCat ap6s 24 horas de exposicado a CVgq

das diferentes amostras de Hena de sobrancelha.
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Apesar das alteracdes na producdo de IL-1B nado terem sido estatisticamente
significativas, observou-se uma tendéncia ao aumento de 23,9% e 41,9% ocasionado
pelas amostras de Hena 1 e 3, respectivamente, o que de acordo com os intervalos
obtidos mediante a avaliacdo das substancias teste, as classificaria como irritantes

moderados ou leves considerando-se esse endpoint.

Além da avaliacdo feita com as células em monocamada, tais misturas foram
também avaliadas empregando-se o modelo biomimético de cérnea para a comparacao
das duas plataformas de avaliagcdo. Em concordéancia com o demonstrado na Tabela 14 e
na Figura 29, das cinco amostras analisadas quatro ocasionaram uma diminuicao

significativa da viabilidade tecidual apés a exposicao.
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Tabela 14: Valores de viabilidade tecidual obtidos apds a exposicdo dos modelos 3D as dispersbes das
amostras de Hena de sobrancelha (10%). Os testes foram realizados em duplicata e os valores estédo
expressos como Média + Desvio Padrao, sendo obtidos por meio do método de redugdo do MTT 24 horas

apos a exposicao.

Amostra Viabilidade Tecidual
(% do controle negativo)
Média + Desvio Padrao

Hena 1 22,7+0,8
Hena 2 94,2+2.8
Hena 3 87,8+0,6
Hena 4 27,1+0,2
Hena 5 34,4+0,4

Figura 29: Viabilidade tecidual dos modelos epiteliais 24 horas apds exposicdo as amostras comerciais de
Hena de sobrancelha. Os resultados estdo expressos como média e desvio padrdo obtidos com a avaliacéo

de ensaios realizados em duplicata. (**p<0,01; *** p < 0,001 quando comparado ao controle negativo).
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De acordo com os resultados supracitados, nota-se que as amostras de Hena 1,
3, 4 e 5 conduziram a valores de viabilidade tecidual que, considerando-se os valores
obtidos para as substancias-teste previamente descritos, atribuiriam a esses produtos a
classificacdo de irritantes moderados ou leves, principalmente para as amostras 1, 4 e 5,

cujos valores mostraram-se inferiores a 40%.
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5 DISCUSSAO

Dada a crescente necessidade da avaliacéo toxicoldgica de substancias e misturas
de um modo geral, a toxicidade ocular se posiciona como parametro de avaliacao
obrigatéria que, nas ultimas décadas foi rotineiramente avaliado mediante utilizacdo do
Teste de Draize, feito em coelhos. Contudo, devido aos avangos cientificos e
tecnoldgicos, bem como o banimento do uso de animais para avaliagdo toxicoldgica de
produtos cosmeéticos, a utilizacdo de tal metodologia ndo se justifica dadas suas
limitacdes cientificas e preditivas (HARTUNG, 2009). Diante disso, o presente estudo se
propds a avaliar parametros mecanisticos do processo de toxicidade ocular, bem como
correlacionar estes ao grau de severidade de substancias quimicas e misturas.

A citotoxicidade € um parametro ja utilizado para avaliacdo do potencial de irritacdo
ocular. Esse endpoint correlaciona-se com o dano celular no tecido ocular ocasionado
pelo contato deste com agentes irritantes, 0os quais levam a uma citotoxicidade local que
esta estritamente correlacionada com o processo de irritacdo/corrosdo (MAURER;
PARKER; JESTER, 2002). Diversos trabalhos evidenciam que o uso de linhagens celulares
em monocamada, provenientes ou nao do tecido ocular, apresentam aplicabilidade para o
screening de agentes irritantes, ndo sendo, contudo suficientes para a classificacao definitiva
destes (TACHON et al., 1989; CHIBA et al., 1999; YANG et al., 2012; WILSON, AHEARNE,
HOPKINSON, 2015).

Entretanto, conforme observado no presente estudo, esse parametro ndo apresentou
correlacdo com a severidade das substancias teste avaliadas, uma vez que os valores de Clsg
nao foram necessariamente menores quanto maior o potencial de irritacdo. Resultado
semelhante foi encontrado em um estudo conduzido por Czajkowska-Kosnik e colaboradores
(2014), no qual foram avaliados a citotoxicidade e a irritagdo ocular in vivo de agentes
surfactantes comumente encontrados na composicao de produtos farmacéuticos. Mediante
avaliacdo, 0s autores constataram que os valores de Vviabilidade celular ndo se
correlacionaram com o score obtido no teste de Draize para tais substancias, nos tempos de
24 e 48 horas de exposicao.

Dessa forma, apesar dos métodos que se baseiam na utilizacédo de linhagens celulares

em monocamada serem Uteis para a identificacdo preliminar de irritantes e corrosivos, a
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citotoxicidade frente a linhagem de queratindcitos HaCat ndo permitiu tal inferéncia tomando-
se esse como Unico parametro de avaliacdo. Porquanto, optou-se por seguir com a
compreensao da participacdo de outros indicadores de dano no processo de toxicidade ocular,
sendo as alteracdes inflamatdrias selecionadas para as avaliagdes subsequentes.

A inflamacdo é um dos componentes determinantes do processo de irritagdo
ocular, cujas alteracdes culminam na via final dessa alteracdo de cunho patoldgico. O
globo ocular possui uma estrutura imunoldgica particular que permite esse sistema
responder prontamente a danos promovidos por agentes agressores externos de origem
guimica, fisica ou microbiologica (CASPI, 2013). Considerando-se a toxicidade ocular
induzida por quimicos, a inflamacéo é considerada a via final do processo de irritacéo, a
qual ocorre mediante a producdo de mediadores inflamatorios pelas células epiteliais,
bem como pela infiltracdo de células inflamatdrias no sistema Optico (MICHAEL;
WAGONER, 1997).

Entretanto, apesar da relevancia mecanistica, a inflamacéo ainda ndo € um parametro
avaliado em nenhum método alternativo validado e utilizado para investigacao do potencial de
irritac@o ocular. Diante disso, no presente estudo o perfil inflamatério dos queratindcitos HaCat
foi verificado apOs exposicdo as diferentes substancias teste com o objetivo de identificar a
participacéo de biomarcadores pro-inflamatérios na resposta celular a agentes irritantes.

Conforme descrito, as citocinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-6 tiveram sua producdo
aumentada em resposta a exposicdo a irritantes oculares. A IL-6 € uma interleucina
multifuncional, que atua como agente quimiotdtico de leucécitos, bem como regula a
proliferacdo e diferenciacéo de linfocitos T e B e regula a producéo de varias classes de
imunoglobulinas (IgA, IgG e IgM) (AKDIS et al., 2016). Apesar da correlacdo quantitativa
insuficiente com a severidade das substancias irritantes testadas, a IL-6 mostrou-se um
elemento positivamente modulado, confirmando a instauracdo de alteracdes inflamatorias a
nivel celular em decorréncia da exposi¢cdo a agentes irritantes.

A IL-1B, por outro lado, € um componente da resposta imune inata produzido por varios
tipos de células em resposta ao reconhecimento de padres moleculares associados a
patégenos (PAMPs - Pathogen Associated Molecular Pattern) ou de padrées moleculares
associados a perigo (DAMPs - Danger Associated Molecular Pattern), sendo estes ultimos
biomoléculas enddgenas liberadas mediante o dano celular e tecidual (LOPEZ-CASTEJON,;
BROUGH, 2011). Biologicamente, essa citocina regula a producdo e secrecdo de outras

citocinas inflamatdrias, bem como participa de manifestagdes clinicas como febre, hipotensao,
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alteracbes hormonais que contribuem para o estabelecimento e manutencdo do processo
inflamatério (LI et al, 2008). Conforme mencionado, o0s niveis intracelulares desse
biomarcador se correlacionaram quantitativamente com o potencial irritante das substancias
teste, o que foi constatado tanto pelo método de CBA quanto pela técnica de ELISA.

Apesar da auséncia de métodos que relacionem a toxicidade ocular a inflamacéo,
outros autores ja se propuseram a investigar esse endpoint, bem como seu papel nesse
processo. Sladowski e colaboradores (2005) propuseram a utilizacdo de células primarias
do epitélio da cornea, oriundas de material de descarte de bancos de olhos, como modelo
para avaliagdo do potencial de irritacdo ocular. Nesse estudo, verificou-se que o0s
corneécitos aumentaram a producdo de IL-1B em resposta a exposigdo ao
Lipopolissacarideo (LPS), demonstrando que tais células sdo imunologicamente
competentes para responderem a estimulos inflamatérios e que esse biomarcador é
modulado em tais circunstancias (SLADOWSKI et al., 2015).

Em contrapartida, Kim e colaboradores (2016) publicaram um estudo no qual
cornedcitos humanos imortalizados com o vetor SV40 foram expostos a diferentes
substancias irritantes, tendo o perfil de citocinas e a citotoxicidade avaliados. Apesar da
IL-1B n&o ter sido avaliada no trabalho supracitado, as citocinas IL-6, TNF-a e IFN-y foram
positivamente moduladas em decorréncia dessa exposi¢ao, reiterando a participacdo do
componente inflamatorio na fisiopatologia da irritacéo ocular (KIM et al., 2016).

Paralelamente, foi ainda observada uma tendéncia de aumento na producdo da
citocina anti-inflamatéria IL-10, apds exposicdo as substancias pertencentes a Categoria 1. A
IL-10 é uma interleucina que possui papel fundamental na supressao da resposta inflamatéria,
bem como no reparo tecidual durante e apds a instauracdo do processo inflamatorio. Os
gueratinécitos sdo células capazes de expressar esse biomarcador em diversas condi¢des
patologicas e fisioldgicas, contribuindo para a manutencao da integridade epitelial em resposta
a inflamacdo (OUYANG et al., 2011; IYER; CHENG, 2012; DIEZ; MIRANDA-SAAVEDRA,
2018). Nesse contexto, 0s queratinécitos HaCaT expostos as substancias que induzem dano
ocular (Categoria 1) demonstraram uma tendéncia no aumento da producdo desse
biomarcador, diferentemente do observado para as substancias irritantes (Categoria 2). Tais
resultados sugerem que, em associacdo a producao de IL-13, esse marcador de exposi¢ao
possa auxiliar na distincdo e classificagdo de substancias nas categorias 1 e 2.

Além das avaliacOes feitas empregando-se a linhagem HaCaT em monocamada,

tais células foram empregadas para a construcdo de um modelo epitelial, cuja
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caracterizagdo e avaliagdo do desempenho deste em identificar agentes irritantes
oculares foram realizadas. Os queratinécitos HaCat foram isolados em 1988 por Boukamp
e colaboradores, e passaram por um processo de imortalizacdo espontanea devido a
ocorréncia de alteragcdes cromossdmicas sequenciais que ocorreram in vitro durante o
cultivo dos mesmos. Tais altera¢gdes, contudo, ndo culminaram na instabilidade gendmica
da linhagem, a qual apesar de imortalizada, ndo apresenta caracteristicas tumorais
considerando-se o0 gendtipo e o fendtipo (BOUKAMP et al., 1988).

Desde o seu isolamento e caracterizacéo, varias foram as tentativas de utilizacéao
dos queratinécitos HaCat na reconstrugcdo de modelos organotipicos de pele, para
conducdo de estudos farmaco-toxicoldgicos in vitro. Todavia, independentemente de
possuir o fenotipo de diferenciagdo celular semelhante ao de queratindcitos humanos
primarios, a linhagem HaCat apresenta algumas restricbes quanto a capacidade de
estratificacdo e queratinizacdo mediante o cultivo em interface ar-liquido (BOELSMA et
al., 1999; SCHOORP et al., 1999; LEE et al.. 2014).

Apesar de possibilitarem a obtencdo de um epitélio estratificado apdés a
permanéncia por alguns dias em interface ar-liquido, 0 mesmo nao apresenta algumas
caracteristicas morfofuncionais essenciais da epiderme, como a auséncia das camadas
granulosa e cornea, bem como a baixa producdo de glucosilceramidas e ceramidas
tipicamente encontradas nesse tecido (BOESLMA et al., 1999). Além disso, apenas um
pequeno numero de granulos de querato-hialinos e a degradacdo incompleta de
organelas celulares podem ser observados nas camadas mais superficiais do epitélio, os
guais somados ao incompleto empacotamento da queratina e a alteragdes no
metabolismo lipidico comprometem a reproducao fidedigna do estrato epidermal in vitro
(SCHOORP et al., 1999).

Diante disso, as limitacbes de diferenciacdo da linhagem HaCat foram utilizadas
no presente trabalho como ferramenta para a obtengcdo do modelo epitelial proposto.
Apesar de ndo serem células pertencentes ao sistema fotorreceptor, tais queratindcitos
proporcionaram a reconstrucdo de um epitélio com morfologia e expressdo de
biomarcadores representativos do tecido ocular, o qual apresentou um nimero adequado
de camadas e auséncia de queratinizacdo, garantindo a homologia ao tecido original.

Além da caracterizacdo morfolégica, a expressao dos marcadores Citoqueratina,
CD44 e Ki-67 foram avaliados no tecido reconstruido com o objetivo de se comparar com

0s padrdes de expressdo no epitélio da cornea humana. As citoqueratinas consistem em
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um grupo de proteinas estruturais encontradas exclusivamente no citoesqueleto de
células epiteliais, as quais sdo compostas por grupamentos de filamentos intermediarios
e, além de permitirem a diferenciacdo fenotipica, possuem fundamental importancia
estrutural na sustentacdo do arcabouco citoplasmatico (MARCEAU; LORANGER, 1995).
Tais proteinas possuem caracteristicas acidas ou bésicas e, geralmente, sdo expressas
sob a forma de heterodimeros compostos por uma proteina de carater acido e uma de
carater basico (LIU et al., 1993; LIU et al., 1994). Em relagdo a cornea humana, as células
epiteliais expressam especificamente e majoritariamente um heterodimero composto
pelas queratinas 3 e 12 (CK-3/12), o qual advém da diferenciacdo epitelial e permite a
distincdo fenotipica destas em relacdo as demais células epiteliais do organismo
(KINOSHITA et al., 2001).

No presente estudo, apesar da expressdao da CK-3/12 nao ter sido avaliada em
decorréncia do tipo celular empregado na reconstrucdo do modelo, 0 mesmo apresentou
um padrdo regular de expressdo compardvel ao encontrado no epitélio da cornea
humana, sendo investigadas as citoqueratinas 4, 5, 6, 7, 10, 13, 14, 18 e 19, conforme a
especificidade da mistura de anticorpos utilizada. Tal achado justifica-se pelo fato de,
além da CK-3/12, o epitélio da cornea também expressar regularmente os tipos 5, 10, 13,
14, 16 e 19 de queratina, os quais também sdo encontrados em queratindcitos epidermais
(MERJAVA et al.,, 2011). Resultado semelhante foi publicado por Ryder e Weinbert
(1990), os quais demonstraram por meio da técnica de imunohistoquimica a expressao de
varios tipos de citoqueratina no epitélio da cérnea humana.

Além da citoqueratina, a imunolocalizacdo do marcador CD44 foi também avaliada
e comparada ao observado na cérnea humana. O CD44 é uma proteina transmembrana
multifuncional, regularmente expressa na membrana plasmatica de varios tipos celulares,
tendo como principal funcdo a adesdo as células adjacentes, bem como a alguns
elementos da matriz extracelular (MORATH; HARTMANN; ORIAN-ROUSSEAU, 2016).
Mediante avaliagdo dos modelos e da cornea humana por imunofluorescéncia, foi
constatada a expressao dessa proteina em ambos os tecidos, sendo que na coOrnea
humana a marcacdo foi mais evidente nas camadas basais do epitélio, enquanto o
modelo 3D apresentou padrdo semelhante, estendendo a expressdo ainda as camadas
mais superficiais.

A expresséo de CD44 no epitélio da cornea humana foi primeiramente descrita em

um trabalho conduzido por Zhu e colaboradores (1997), no qual os autores verificaram a
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localizagdo desse biomarcador nas camadas mas basais da regido central do tecido,
enquanto a regido do limbo apresentou expressdo em todas as camadas de células
epiteliais (ZHU; NOLLE; DUNCKER, 1997). Essa proteina esta intimamente relacionada
ao processo de reparo de lesdes epiteliais, a resposta inflamatéria e a manutencao da
funcdo de barreira do epitélio ocular, funcdes essenciais para a preservacdo da
integridade do sistema Optico mediante exposicdo a micro-organismos patogénicos,
traumas mecanicos e toxinas ambientais (KURPAKUS-WHEATER; KERNACKI,
HAZLETT, 2001; LIU; KAO, 2015).

Considerando-se o0 modelo biomimético reconstruido, a expressdo de CD44
associada ao monitoramento da Resisténcia Transepitelial (TEER) indicam caracteristicas
de coeséao intercelular, bem como da funcdo de barreira epitelial, atribuindo ao epitélio a
funcionalidade do tecido primario. Resultado semelhante foi encontrado em um trabalho
executado por Jung e colaboradores (2011), no qual um modelo epitelial de cérnea foi
reconstruido com células priméarias do limbo ocular. Nesse estudo, foi verificada a
expressdo de CD44 na membrana plasmatica dos cornedcitos, reiterando a ocorréncia de
interacfes coesas entre as células epiteliais, 0 que em conjunto com o TEER denota a
funcéo de barreira epitelial (JUNG et al., 2011).

Por fim, a atividade proliferativa das células epiteliais foi avaliada por meio da
marcacao nuclear da proteina Ki-67. O Ki-67 é uma proteina que se distribui no cortex
nucleolar e mostra-se detectavel no nucleo de células mitoticamente ativas, sendo um
excelente biomarcador de proliferacao celular tanto em condicdes fisiologicas quanto em
alteracdes celulares de carater neoplasico (BOOTH; EARNSHAW, 2017). A analise
comparativa da expresséo dessa proteina no modelo 3D e na cornea humana evidenciou
diferencas nos padrdes observados nos dois tecidos. Apesar da imunolocalizagcdo da
proteina no nucleo das células ter sido comparavel, o epitélio da cornea apresenta uma
baixa expressdo desse biomarcador, a qual limita-se as camadas mais basais desse
estrato. O modelo 3D, por sua vez, apresentou marcacao nuclear positiva em todas as
camadas epiteliais, demonstrando a atividade proliferativa dos queratindcitos HaCat.

Em relacdo a cornea humana, Joyce e colaboradores realizaram um estudo no qual
varios marcadores de proliferacdo celular, incluindo o Ki-67 foram analisados em tal
tecido. Neste trabalhou, foi verificado um perfil de expressao semelhante ao apresentado
no presente estudo para o estrato epitelial, no qual poucas células das camadas basal e

supra-basal demonstraram marcacao positiva para tal proteina (JOYCE et al., 1995).
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As diferencas no padrédo de expressdo do Ki-67, contudo, ndo afetaram a
performance do modelo frente aos testes realizados com as substancias irritantes, bem
como a morfologia e aos demais marcadores avaliados. Provavelmente, alteracfes na
composicdo do meio podem restringir a proliferacdo celular nas camadas mais
superficiais, de modo a mimetizar de maneira mais representativa o tecido original
(BOELSMA et al., 1999).

Considerando o desempenho do modelo epitelial reconstruido na identificacdo de
substancias irritantes oculares, constatou-se que o mesmo, mediante avaliacdo da
viabilidade tecidual, possibilitou a distincdo entre tais agentes. Conforme exposto na
secdo anterior, esse parametro permitiu a discriminagdo de substancias pertencentes as
categorias 1, 2A e 2B em relacdo as ndo categorizadas, demostrando aplicabilidade na
identificacdo de irritantes e néo irritantes.

O modelo proposto foi baseado no EpiOcular™, produzido e comercializado pela
empresa americana de biotecnologia MatTek, o qual também se baseia no cultivo de
gueratinécitos humanos em interface ar-liquido, resultando em um epitélio estratificado.
Esse modelo foi submetido a uma validacéo interlaboratorial sob coordenacédo do Centro
Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos (ECVAM), sendo financiada pela
Associacao Europeia de Cosméticos (COLIPA), na qual a capacidade preditiva do método
foi verificada através do teste de 94 substancias quimicas oriundas das diferentes
categorias do UN GHS. Nesse estudo, foi verificada a capacidade do método em
distinguir substancias irritantes de nao irritantes com base na viabilidade tecidual, o que
forneceu subsidio para a insercdo do mesmo no Guia de Teste n. 492 da OECD,
atribuindo aceitacdo regulatéria as avaliacbes do potencial de toxicidade ocular
conduzidas com modelos epiteliais reconstruidos (KALUZHNY et al.,, 2011; OECD,
2017d).

Outro modelo que também integra o Guia n. 492 da OECD é o HCE (Human
Corneal Epithelium), produzido pela empresa francesa SkinEthic™, o qual é construido
com cornedcitos humanos imortalizados e possui um dominio de aplicabilidade
comparavel ao do EpiOcular™. Tal modelo também foi submetido ao processo de
validacéo interlaboratorial em 2013, no qual 30 substancias foram avaliadas conforme a
viabilidade tecidual do mesmo. Nesse estudo, verificou-se que o potencial de toxicidade
mostrou-se inversamente proporcional a viabilidade epitelial apdés a exposi¢do, assim

como se estabeleceu a reprodutibilidade interlaboratorial do método, subsidiando a
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posterior entrada do modelo nos protocolos de validagcdo do ECVAM e a aceitacéo deste
pela OECD (ALEPEE et al., 2013; OECD, 2017).

Apesar do Guia de Teste n. 492 da OECD estabelecer que os modelos
biomiméticos de cornea sejam aplicaveis a distincdo apenas entre substancias que
induzem dano ocular grave (Cat. 1) daquelas que ndo requerem classificacdo (nao
irritantes), os estudos de validacdo previamente conduzidos mostram um perfil de
categorizagdo semelhante ao encontrado no presente trabalho, o qual consiste na
discriminacdo entre substancias irritantes (Cat. 1/2) e néo irritantes (N&o categorizadas).
Tal fato pode ser atribuido provavelmente a capacidade de tais métodos permitirem
também a deteccéo de irritantes leves (Cat. 2B), que apesar de ndo serem diferenciados
dos irritantes moderados (Cat. 2A), apresentam um perfil de resposta distinto das
substancias n&o irritantes (ESKES et. al, 2005; KALUZHNY et al., 2011; ALEPEE et al.,
2013). Essa constatacdo pode ser vista como uma potencial vantagem em relacdo aos
demais métodos alternativos, cujo dominio de aplicabilidade também se limita a deteccao
de substancias que promovem dano ocular grave e de substancias nao irritantes.

Conforme mencionado anteriormente, apesar dos modelos supracitados serem
mundialmente utilizados para avaliacdo da toxicidade ocular, os mesmos ndo séao
passiveis de utilizacdo no territorio nacional, uma vez que questdes burocréticas limitam a
aquisicdo, bem como a chegada destes no Brasil em condigcbes aceitaveis para a
realizacdo de testes. Dessa forma, a proposta do presente estudo foi viabilizar o dominio
da tecnologia de obtencdo dos modelos biomiméticos de cérnea para utilizacdo local, de
forma a ampliar o arsenal de métodos alternativos disponiveis para avaliacao do potencial
de irritagao/corroséo ocular de substancias isoladas e misturas.

Além disso, diferentemente dos modelos comercializados que utilizam células
primarias ou que requerem processos de manipulacdo genética para garantir condicdes
ideais de cultivo, o modelo proposto foi construido com uma linhagem celular
estabelecida. Tal fato mostra-se como uma potencial vantagem em relacdo aos demais
métodos, pois a utilizacdo de linhagens estabelecidas garantem uma maior
reprodutibilidade interlaboratorial, visto que sdo desprovidas de variacdes relacionadas as
particularidades de cada doador, bem como apresentam um menor custo e uma maior
possibilidade de transferéncia tecnoldgica interlaboratorial (BOELSMA et al., 1999).

No contexto da utilizagdo de modelos epiteliais reconstituidos para avaliacdo de

toxicidade ocular, varios outros modelos foram propostos e, apesar de nao serem
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formalmente validados e regulatoriamente aceitos, podem ser considerados ferramentas
valiosas para a investigacdo farmacoldgica e toxicolégica. Um estudo publicado por Jung
e colaboradores (2011) propés um modelo epitelial construido com células do limbo
ocular, o qual apresentou um padréo de expressao dos marcadores CK-3/12, CD44, p63,
MUC1 e MUC5AC semelhante ao encontrado no tecido original. Além disso, conforme
observado no presente estudo, o0 modelo apresentou baixa variabilidade na absorbancia
proveniente da andlise de diferentes lotes e, mediante avaliagdo de 25 substancias
guimicas de diferentes classificacbes, 0 mesmo permitiu eficientemente a distincdo de
substancias irritantes e ndo irritantes (JUNG et al., 2011). A adequagdo metodoldgica para
o teste de substancias sélidas desse mesmo modelo também foi posteriormente proposta,
demonstrando aplicabilidade deste na avaliagdo de amostras em diferentes formas fisicas
(JANG et al., 2015).

Na tentativa de refinar os resultados fornecidos pelos modelos epiteliais, tecidos
reconstruidos mais complexos foram sugeridos de modo a contemplar alteracdes a nivel
epitelial e estromal. Os chamados modelos hemi-cérnea integram, além das células
epiteliais, uma matriz subjacente contendo fibroblastos que permitem a analise nos
diferentes estratos do tecido. Nesse contexto, podem ser avaliados dois endpoints
distintos, sendo um a viabilidade tecidual das diferentes camadas (epitélio e estroma)
separadamente e o outro consiste na profundidade de dano induzido pela amostra,
avaliada mediante mensuracdo da viabilidade em funcdo da espessura total do tecido
(ENGELKE et la., 2013; ZORN-KRUPPA et al., 2014; BARTOK et al., 2015).

Em comparacdo aos modelos epiteliais, os modelos hemi-cérnea possibilitam uma
maior resolugcdo quando se considera a classificagdo de substancias em relagdo ao
sistema UN GHS, permitindo em alguns casos, a distin¢cado entre as trés categorias deste
empregando-se esse unico modelo experimental (ZORN-KRUPPA et al., 2014; BARTOK
et al.,, 2015). Dessa forma, a construcdo de modelos com maior grau de complexidade
estrutural pode estar relacionada a superacdo das limitacBes preditivas encontradas em
tais plataformas de avaliacéo.

Conforme verificado nos testes em monocamada, a producéo de IL-1B8 também foi
avaliada no modelo 3D apés exposicdo as substancias-teste. Nesse caso, verificou-se
gue, excluindo-se as substancias que ocasionam completa perda de viabilidade tecidual,
todas as demais induziram aumento na producdo do biomarcador inflamatério. Apesar do

resultado fornecido com tal avaliacdo n&o permitir uma extrapolacao de correlacao entre o
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potencial irritante e a producéo dessa interleucina, 0 mesmo demonstra a possibilidade de
utiizacdo do modelo em estudos que necessitem da investigacdo de parametros
inflamatorios.

Apesar de nédo terem sido encontrados outros trabalhos que associem endpoints de
inflamacdo a viabilidade tecidual dos modelos biomiméticos de cérnea mediante
exposicdo a irritantes oculares, tais sistemas ja foram utilizados em estudos aplicados a
imunologia de patégenos que possam acometer a superficie ocular. Thakur e
colaboradores (1997) avaliaram o perfil inflamatério do modelo EpiOcular™ mediante
exposicdo a um superantigeno oriundo do micro-organismo Staphylococcus aureus,
comumente encontrado em infec¢des oculares advindas do uso inadequado de lentes de
contato. Nesse estudo, constatou-se que a exposi¢cdo ao antigeno induziu um aumento
significativo na producdo de IL-1B, IL-6 e IL-8, sugerindo a participacdo das células
epiteliais na fisiopatologia da ulceracéo periférica da cornea (THAKUR et al., 1997).

Por outro lado, Cao e colaboradores (2015) empregaram o modelo HCE produzido
pela empresa SkinEthic™ para a investigagdo de alteragdes inflamatorias nos cornedcitos
humanos induzidas pela exposi¢cdo ao Lipopolissacarideo (LPS), o qual consiste em um
antigeno presente na parede celular de bactérias Gram-negativas, bem como a particulas
de poeira. Os resultados mostraram que, em resposta a tais agentes, o epitélio teve a
producéo de IL-1B e IL-8 aumentada, reiterando o envolvimento desses biomarcadores no
processo de irritacdo ocular induzida por agentes fisicos e microbiolégicos (CAO;
BINDSLEV; KJAERGAARD, 2015).

Tais resultados comparados aos obtidos no presente estudo sugerem que o
modelo epitelial proposto, além de possibilitar a investigacdo do potencial de irritacdo
ocular por meio da viabilidade tecidual, permite a obtencdo de dados relacionados a
inflamacéo, podendo ser empregado também em estudos que necessitem a compreensao
de mecanismos imunolégicos de resposta a agentes externos.

Por fim, além de toda a caracterizacdo e avaliacdo da capacidade preditiva, a
possibilidade de aplicacdo do modelo para testes com misturas e produtos acabados foi
avaliada mediante investigacdo das amostras de Hena de sobrancelha, na qual verificou-
se que, apesar de ndo estarem adequadamente rotuladas, trés amostras poderiam ser
classificadas como irritantes moderadas ou leves utilizando tal metodologia.

Nesse contexto, os modelos epiteliais j& tém sido empregados em tais avaliagcdes,

sendo aplicaveis a avaliacdo de insumos e produtos acabados. Doucet e colaboradores
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(2006), propuseram a utilizagdo do modelo HCE da empresa SkinEthic™ para a avaliagcédo
do potencial de irritacdo de diversos produtos cosméticos, os quais incluiram cremes,
locBes, géis e demaquilantes faciais. Nesse estudo, os resultados obtidos confirmaram a
aplicabilidade do sistema para a avaliagcdo das chamadas “real life mixtures”, de modo
gue o mesmo permitiu a classificacdo dos produtos de maneira satisfatoria (DOUCET et
al., 2006).

Adicionalmente, Vavilikolanu e colaboradores (2008) realizaram a avaliagdo do
potencial de irritacdo de tensoativos comumente empregados em shampoos e produtos
de limpeza facial, mediante utilizagdo do modelo EpiOcular™. Os resultados obtidos pelo
grupo demonstraram a utilidade do mesmo na detec¢cdo de substancias com perfil de
irritacéo ocular leve, sugerindo a potencial aplicabilidade na investigacdo da seguranca
toxicologica de insumos farmacéuticos (VAVILIKOLANU et al., 2008).

Na area ocupacional, tais modelos foram empregados por Seaman e colaboradores
(2010) para avaliagdo da toxicidade ocular de insumos e produtos intermediérios da
industria farmoquimica. Neste estudo, foram associados endpoints de viabilidade tecidual,
producdo de citocinas e analise histopatoldgica para predizer a acdo nociva de tais
substancias, presente no ambiente ocupacional, sobre o sistema ocular de trabalhadores
expostos (SEAMAN, et al., 2010).

Dada a obtencédo, caracterizagdo e aplicabilidade dos modelos epiteliais
reconstruidos por meio de estratégias de engenharia tecidual, nota-se que 0s mesmos
sdo sistemas promissores a serem integrados em plataformas multiparamétricas de
avaliacdo do potencial de toxicidade ocular de substancias isoladas e misturas. Um
desafio a ser transposto no desenvolvimento e aplicacdo destes, e de qualquer outra
metodologia alternativa proposta para irritagdo/corrosdo ocular, consiste na escolha
correta das substancias teste de acordo com as diferentes categorias do UN GHS. Tal
dificuldade reside no fato de que o método in vivo que € adotado como padrao para a
classificacdo é extremamente varidvel e ndo fornece resultados precisos em relacdo a
correta classificacdo de substancias (BARROSO et al., 2017).

Dessa forma, além de serem comparados com os dados oriundos do Teste de
Draize, os resultados provenientes da aplicacdo de métodos in vitro e ex vivo devem
basear-se ainda em outras informacfes, como caracteristicas fisico-quimicas, relatos de
exposicdo humana e outras evidéncias que complementem as informacdes oriundas dos
testes (BARROSO et al., 2017).
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho possibilitou a obtencdo, caracterizacdo e avaliacdo da
aplicabilidade de um modelo biomimético de cérnea para investigacdo da toxicidade
ocular, utilizando-se uma linhagem celular continua de queratinécitos humanos. Além
disso, parametros relacionados a inflamacdo foram também avaliados e correlacionados
com o potencial irritante de substancias quimicas e misturas. Diante do exposto, o estudo

permitiu a obtencéo das seguintes conclusodes:

e Mediante avaliacdo do perfil de citocinas produzido pelos queratinécitos HaCat apos
exposicao as substancias teste, verificou-se que a producdo de IL-18 se correlacionou
gualitativamente e quantitativamente ao potencial de irritagdo ocular das mesmas,
sendo eleita como biomarcador de exposicdo in vitro a agentes irritantes;

e O modelo epitelial obtido assemelha-se a cérnea humana tanto em relacdo aos
aspectos morfologicos quanto considerando o padrao de expressao de biomarcadores
encontrado no tecido original;

e A viabilidade tecidual do modelo avaliada frente a exposicdo as substancias teste
permitiu a distingdo entre substancias irritantes e n&o irritantes;

e O perfil inflamatério do modelo epitelial foi alterado mediante a exposicdo as
substancias irritantes;

e O modelo mostrou-se ainda aplicavel para a investigacdo do potencial de toxicidade
ocular de misturas, uma vez que permitiu a identificacdo de irritantes dentre as

amostras de Hena de sobrancelha avaliadas.
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