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RESUMO

A pele é um tecido exposto diretamente a fatores externos quimicos e fisicos que levam
ao desenvolvimento de diferentes lesdes cutaneas. A protecdo deste tecido contra a
radiacdo mais penetrante e deletéria, como o caso da irradiagdo ultravioleta do tipo A
(UVA), tem sido bastante explorada na pesquisa. Além de estudos voltados a aplicacdes
terapéuticas por meio de regeneracdo tecidual, formulacdes alternativas a base de
extratos de produtos naturais surgem para auxiliar de forma preventiva o
desenvolvimento de lesdes de pele. A propolis vermelha é um exemplo dentre varios
produtos que tem sido utilizado devido a suas propriedades bioldgicas antioxidantes,
anti-inflamatorias, antimicrobianas, angiogénicas e proliferativas. Neste contexto, é
importante que os modelos de estudo que mimetizem a organizagdo tecidual do
tegumento in vitro se aproximem cada vez mais das condi¢es in vivo. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos na viabilidade de células e morte celular programada em
modelos de cultura 2D e 3D de linhagens de queratindcitos de pele (HaCat) e células-
tronco mesenquimais (CTMSs) previamente tratadas, apds exposicdo a extratos da
prépolis vermelha e a irradiagdo ultravioleta tipo A. Foi avaliado o efeito protetor de
extratos da propolis vermelha brasileira contra a irradiacdo UVA (3,4Jcm3) bem como
a sua fototoxicidade em concentragdes de 10, 25 e 100ug/mL durante 2 horas de
tratamento. Os resultados evidenciaram que somente a concentracdo 100ug/mL testada
apresentou efeito citotoxico para as células HaCats e CTMSs. A viabilidade celular se
manteve acima de 80% nas concentra¢fes mais baixas (até 25 ug/mL) para as celulas
testadas, em todos os periodos (24h, 72h e 168h) de analise. As culturas 3D de ambas
as linhagens apresentaram uma resisténcia maior & morte celular em todas as condigdes
testadas quando comparadas com as culturas 2D e aos controles. Os resultados
fornecem evidéncias de que o uso dos extratos da prépolis vermelha favorece as
linhagens e modelos testados. E possivel que o aumento da porcentagem de células que
sobrevivem apo6s a exposicao a irradiacdo UVA neste estudo se reflete a inducéo da
proliferacéo celular, j& que o nimero de células apoptdticas mostrou-se muito pequena
e sua diminuicdo ndo causaria alteracdo significativa o suficiente para ser detectado por
ensaio de inducdo apoptdtica. Os ensaios evidenciaram uma resposta adaptativa dessas
células quando expostas as dosagens baixas (até 25 ug/mL) de irradiagdo UVA, além
de demonstrar o efeito protetivo da propolis quando irradiadas. Esses resultados
corroboram com analises anteriores que ja vem sendo avaliadas por nosso grupo de

pesquisa, 0s quais sugerem que a utilizacdo de extratos da prépolis vermelha em baixas



concentragdes (< 25 pg/mL) € segura para ser aplicada em diferentes linhagens
celulares. Estudos in vitro com modelos tridimensionais pré-tratados buscam um
melhor entendimento das relagGes celulares e uma perspectiva de apoio a medicina
reparadora/reconstrutiva, visando a recuperacdao de pacientes que sofreram lesdes de

pele ou queimaduras.

Palavras-chave: Esferdides, feridas de pele, propolis vermelha, irradiacdo ultravioleta,

gueratindcitos, células-tronco, apoptose, fototoxicidade.



ABSTRACT

The skin is a tissue directly exposed to external chemical and physical factors that lead
to the development of different skin lesions. The protection of this tissue against the
most penetrating and harmful radiation, such as type A ultraviolet radiation (UVA), has
been extensively explored in research. In addition to studies focused on therapeutic
applications through tissue regeneration, alternative formulations based on extracts of
natural products have emerged to prevent the development of skin lesions. Red propolis
is an example of several products that have been used due to their antioxidant, anti-
inflammatory, antimicrobial, angiogenic and proliferative biological properties. In this
context, it is important that study models that mimic the tissue organization of the in
vitro tegument increasingly come closer to in vivo conditions. The objective of this
study was to evaluate the effects on cell viability and programmed cell death in 2D and
3D culture models of previously treated skin keratinocyte lines (HaCat) and
mesenchymal stem cells (MSCs), after exposure to red propolis extracts. and type A
ultraviolet irradiation. The protective effect of Brazilian red propolis extracts against
UVA irradiation (3.4Jcm3) was evaluated, as well as their phototoxicity at
concentrations of 10, 25 and 100pg/mL during 2 hours of treatment. The results showed
that only the 100pg/mL concentration tested had a cytotoxic effect on HaCats and MSC
cells. Cell viability remained above 80% at the lowest concentrations (up to 25 pg/mL)
for the cells tested, in all periods (24h, 72h and 168h) of analysis. 3D cultures of both
strains showed greater resistance to cell death in all conditions tested when compared
to 2D cultures and controls. The results provide evidence that the use of red propolis
extracts favors the strains and models tested. It is possible that the increase in the
percentage of cells that survive after exposure to UVA irradiation in this study reflects
the induction of cell proliferation, as the number of apoptotic cells was shown to be
very small and its decrease would not cause a change significant enough to be detected
by apoptotic induction assay. The tests showed an adaptive response of these cells when
exposed to low doses (up to 25 pg/mL) of UVA irradiation, in addition to demonstrating
the protective effect of propolis when irradiated. These results corroborate previous
analyzes that have already been evaluated by our research group, which suggest that
the use of red propolis extracts in low concentrations (< 25 pg/mL) is safe to be applied
to different cell lines. In vitro studies with pre-treated three-dimensional models seek a

better understanding of cellular relationships and a perspective to support



reparative/reconstructive medicine, aiming at the recovery of patients who have

suffered skin injuries or burns.

Keywords: Spheroids, skin wounds, red propolis, ultraviolet irradiation, keratinocytes,

stem cells, apoptosis, phototoxicity.
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1. INTRODUCAO

A pele é o maior 6rgdo do corpo que serve como uma importante interface
ambiental, fornecendo uma prote¢do que é crucial para a homeostase. Este tecido € um
dos principais alvos de agressdo toxica por um amplo espectro de agentes fisicos como
a radiacdo ultravioleta UV, e quimicos, que sdo capazes de alterar sua estrutura e
funcdo. Devido ao aumento da incidéncia da radiacdo ultravioleta na superficie da Terra
causada pelo esgotamento do ozbnio estratosférico, a pele humana se torna mais
suscetivel a danos, portanto, a exposicao aos raios UV danifica o estrato corneo da pele,
reduz sua capacidade protetora e leva a perda de agua tecidual. Grandes doses de
radiacdo UV podem penetrar profundamente na derme, contribuindo para a
degeneracdo do colageno, promovendo o envelhecimento prematuro da pele, que é
denominado como “fotoenvelhecimento”, bem como acelera a formacdo de rugas,
apresentando alteracdes teciduais como eritema, queimaduras solares e até mesmo
lesbes pré-cancerosas e cancerigenas. A radiacdo UVB afeta principalmente a epiderme;
quando é excessiva a exposicao, causa vermelhidao e redugdo da elasticidade da pele,
além de promover a formacéo de rugas. A radiacdo UVA pode penetrar profundamente
na derme e danificar o DNA, causando o fotoenvelhecimento. Estudos in vitro
mostraram que o fotoenvelhecimento da pele € caracterizado tanto por alteracdes
epidérmicas minimas quanto por alteracGes dérmicas importantes, indicando que o
UVA desempenha um papel fundamental no fotoenvelhecimento (He et al., 2008; Quan
et al., 2009; Scharffetter-Kochanek et al., 2000; Kwon et al., 2008).

Muitos poluentes ambientais sdo oxidantes ou catalisam a producao de espécies
reativas de oxigénio (EROs), direta ou indiretamente. Acredita-se que as EROs ativem
a sinalizagdo proliferativa e de sobrevivéncia celular que podem alterar as vias
apoptdticas e estar envolvidos na patogénese de varios distirbios da pele, incluindo

doencas de fotossensibilidade e alguns tipos de malignidade cutanea.

A atividade in vitro de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
(CTDASs) contra os efeitos do fotoenvelhecimento tem sido bastante abordada na
literatura, gracas a sua atividade migratoria e agdes paracrinas. Estas atuam contra o
fotoenvelhecimento da pele in vitro via ativacdo da proliferacdo de fibroblastos
dérmicos, efeito antioxidante e reducdo de metaloproteinases de matriz (MMPs).

CTDAs melhoram a adipogénese, vascularizacao e producdo de fatores de crescimento,

18



sendo utilizadas para tratamento de cicatrizes e feridas (Gentile e Garcovich, 2021; Han
et al., 2015; Spiekman et al., 2017; Wang et al., 2019).

Acredita-se que produtos naturais possuem diversas aces terapéuticas que
podem ser utilizadas como tratamentos e protecdo da pele contra fatores estressantes,
dentre eles a irradiagdo ultravioleta que esta constantemente em contato com a pele. A
fim de melhorar o entendimento das interacdes e alteracoes celulares e moleculares que
ocorrem na epiderme e derme, a biotecnologia visa desenvolver substitutos e/ou

solucgdes para diversos problemas e doengas que acometem a pele.

Os produtos de origem natural sdo bastante explorados por diferentes culturas
para diversas finalidades, incluindo a protecdo da pele contra a radiagéo solar (Bickers
e Athar, 2006; Chiari-Andréo, 2020). As propriedades da prépolis tém sido usadas para
prevencdo e terapia de distintas patologias, sendo a aplicacdo topica uma alternativa
bastante explorada (Faria et al., 2022). O tipo de propolis mais comercializado
atualmente é conhecido como prépolis verde e tem sido amplamente estudado e
utilizado em diversos alimentos e bebidas. Entretanto, a propolis vermelha mostrou-se
uma importante fonte de investigacao por grupos de pesquisa nacionais e internacionais
por apresentar diversas acdes bioldgicas e terapéuticas. A prépolis vermelha encontrada
no nordeste brasileiro é promissora para aplicagdo topica quando associada a curativos
e tem sido reportada como um composto com propriedades regeneradoras a ser
explorado (Garcia et al., 2021; Picolotto et al., 2019).

Outro gargalo a ser investigado pela biotecnologia sdo os sistemas e modelos
para testagem de produtos naturais e sintéticos. A area cosmética apresenta seu portfélio
regulamentado em testes in vitro, porém a farmacologia ainda mantém modelos in vivo
para diversas aplicacdes. O cultivo 3D é uma das metodologias promissoras para
preencher uma lacuna entre o cultivo in vitro e o uso de animais para determinados
testes (Rimann e Graf-Hausner, 2012; Kunz-schughart. et al., 2004). Em culturas de
células 2D, as interacdes celula-célula e célula-matriz extracelular sdo reduzidas e o
nivel de capacidade de resposta celular é limitado (Do Amaral e Machado-Santelli.,
2011; Lee etal., 2009). Além disso, o ambiente de cultura celular pode afetar o fen6tipo
das células e, portanto, afetar a resposta celular a substancias adicionadas, por exemplo,
medicamentos (Goodman, Ng e Pun, 2008). Todas as celulas do corpo vivem em

ambiente 3D, o que é crucial para o seu metabolismo e crescimento. O fenétipo e as
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funcbes de cada célula séo altamente dependentes de interagdes elaboradas com células
vizinhas, a matriz extracelular (MEC) e proteinas (Lee et al., 2009). Essas interacfes
celula-célula e célula-ECM diferem de culturas 2D para 3D e também entre camadas
celulares em estruturas esferdides, e isso pode afetar os resultados de citotoxicidade
(Moshksayan et al., 2018). Por estas razdes, testar a toxicidade de materiais e
substancias em culturas de células 2D ndo é exatamente preditivo do que se poderia
esperar no corpo (Lee et al., 2009; Edmondson et al., 2014). As culturas de células 3D
mimetizam com mais precisdo o microambiente celular natural. A morfologia e a
fisiologia das células em culturas 3D séo diferentes das células em culturas 2D,
mostrando respostas que correspondem, em alguns aspectos, mais ao comportamento
in vivo (Edmondson et al., 2014). Acredita-se que a formacéo dos esferoides mimetize
0 comportamento dos 6rgdos de forma mais eficaz que a cultura bidimensional
convencional. Esferoides contém células expostas a superficie e células profundamente
infiltradas na formacdo das estruturas 3D; ceélulas proliferando e células nao

proliferativas; e células bem oxigenadas e hipoxicas (Frieboes et al., 2006).

Estratégias regenerativas e protetivas contra o fotoenvelhecimento da pele séo
0 objetivo para o desenvolvimento de novas biotecnologias autélogas que envolvam
produtos naturais com propriedades antioxidativas em cultivos in vitro ou por
regeneracdo in vivo e bioestimulacdo. Assim, o presente estudo buscou testar e avaliar
os efeitos da viabilidade celular e morte celular programada apds exposi¢do a extratos
de propolis vermelha e irradiacdo ultravioleta tipo A em modelos de cultura 2D e 3D
em linhagens humanas de queratindcitos de pele (HaCats) e células-tronco

mesenquimais derivadas de tecido adiposo (CTDAS).
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos na viabilidade de células e morte celular programada em
modelos de cultura 2D e 3D de linhagens de queratindcitos de pele (HaCat) e células-
tronco mesenquimais (CTDA) pré-tratados com extratos da prépolis vermelha e

posterior irradiacéo ultravioleta tipo A (UVA) de baixa dosagem.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Isolar culturas primarias de células-tronco mesenquimais a partir de material
obtido de cirurgias de lipoaspiracéo;

o Caracterizar e confirmar o potencial de diferenciacdo das linhagens de células
tronco coletadas;

. Avaliar a viabilidade celular de culturas 2D e 3D de células HaCat e CTDA ap6s
exposicao a extrato da propolis vermelha;

o Avaliar a morte celular programada em culturas 2D e 3D de células HaCat e
CTDA ap0s exposicdo a extrato da propolis vermelha;

o Testar a fototoxicidade em modelos in vitro 2D e 3D nas linhagens HaCat e
CTDA na presenca e auséncia de luz UVA apds pré-tratamento com extratos de

prépolis vermelha.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 RADIACAO ULTRAVIOLETA E SEUS EFEITOS SOBRE A PELE

A descoberta da radiacdo ultravioleta ocorreu em 1801 por Ritter (Ritter, 1801)
e sete anos mais tarde, Willan descreveu a sensibilidade a luz aos tecidos sob o termo
eczema solare (Willan, 1808). A observacdo experimental de que algum componente
além do calor da luz solar afeta a pele foi feita pela primeira vez em 1820 por um médico
inglés, Sir Everard Home (Home, 1820). Quando a queimadura solar da pele normal
mostrou ser induzida pela radiacdo ultravioleta (UV), os pesquisadores tenderam a
atribuir todos os efeitos anormais a radiacédo 'quimica’ (ou seja, UV) (Charcot, 1858;
Hammer, 1891; Widmark, 1889).

Os estilos de vida mudaram nas Gltimas décadas e a busca por um bronzeado
saudavel tem sido associado a beleza, seja por exposicdo solar natural ou lampadas
artificiais. Com isso, percebe-se um aumento do tempo de exposicdo ao sol durante
diversos periodos do dia. Embora a radiacdo UV ambiental seja altamente variavel e
dificil de medir, uma reducéo sistematica do ozonio foi registrada em muitas partes do
mundo. Estima-se, por exemplo, que a radiacdo UV no final da década de 1990 em
relacdo a década de 1970 aumentou 7%, sendo que 4% nas latitudes médias do
Hemisfério Norte, e em 130% e 22 % na Antartida e no Artico (Mandronich et al.,
1998).

A luz do sol que chega a superficie terrestre € composto de um espectro de luzes
do visivel (400 - 700 nm de comprimento de onda) as regides ultravioletas (290 - 400
nm) juntamente com ondas de energia na regido do infravermelho (700 - 2.400 nm). A
luz solar real ndo é composta por uma intensidade consistente, mas variavel de ondas
de energia (6-7% de luz ultravioleta; cerca de 42% de luz visivel e 51% préximo ao
infravermelho) sendo que a irradiancia solar total é de 1 quilowatt/m?, como pode ser

mostrado abaixo (Figura 1) (Kim et al., 2015).
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Figura 1: Espectro solar e irradidncia em um dia claro. Adaptado de: site de Newport,
http://www.newport.com. Fonte: Kim et al. 2015.

A energia e a extensdo da penetracdo na pele deste espectro eletromagnético
também variam dependendo do comprimento de onda da luz recebida. Quanto menor o
comprimento de onda, mais forte se torna a energia da luz incidente. Por outro lado,
guanto maior o comprimento de onda, mais profundamente a luz penetra na pele.
Assim, UVA e UVB, luzes de menor comprimento de onda na luz solar incidente séo
as principais responsaveis pela manifestacdo da fototoxicidade. Embora sejam menos
implicados em danos agudos a pele (como eritema induzido por UVB), os raios UVA
penetram mais profundamente na matriz dérmica dos tecidos da pele, enquanto a
irradiacdo UVB s6 atinge a camada epidérmica (Figura 2). Os raios UVA sdo, portanto,
a fonte de efeitos deletérios cronicos na pele. Além disso, o UVB perde sua energia
durante a viagem pela atmosfera e ao nivel do mar é 100 vezes menor que o0 do UVA
(Gongalo, 2011; Urbach, 1992).
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Figura 2: Representacdo esquematica do espectro eletromagnético da luz, enfatizando as frequéncias da
radiacdo ultravioleta (UVR) e seus efeitos na pele humana. Quanto menor o comprimento de onda da
radiacdo, maior o potencial de danos bioldgicos. Nota: UVA = ultravioleta A, UVB = ultravioleta B,

UVC = ultravioleta C. Os filtros solares sdo ativos contra a radiacdo UVA e UVB. Adaptado de:

Sander et al., 2020.

A radiacdo ultravioleta (UV) da luz solar est& associada a patogénese das células
da queimadura solar, fotoenvelhecimento e inflamagdo aguda no tecido da pele
(Serafifini et al., 2014). No entanto, o restante da radiacdo UV, parte da UVB e toda a
UVA, é responsavel por multiplas doencas de pele (Kimura, 2014). A radia¢do UV ¢
um agente oxidante que causa danos significativos aos componentes celulares e que
leva ao fotoenvelhecimento (Narayanapillai et al., 2012). Além disso, pode causar
gueimaduras solares, envelhecimento da pele, supressdo imunoldgica local e sistémica,
muitos distdrbios inflamatérios cutaneos e fotocarcinogénese (Li et al., 2007; Shindo
et al., 1993). Estudos apontam a inducdo de vias de transducdo de sinal que levam a
transativacdo de metaloproteinases de matriz (MMPS), que sdo enzimas responsaveis
pela degradacéo de proteinas de matriz extracelular (Fisher et al., 2002). A MMP-1, em
particular, é conhecida por contribuir principalmente no processo de degradacdo do

24



colageno mediado por UV, causando a formacdo de rugas na pele e envelhecimento da
mesma (Lahmann et al. 2001; Talwar et al., 1995; Fisher et al., 1997).

A pele e os olhos sdo os 6rgaos mais expostos a radiacdo UV e, portanto, 0s
mais lesados. A pele consiste em trés camadas principais: epiderme, derme e tecido
subcutaneo. Uma representacdo da pele humana, suas diferentes camadas e suas

correspondentes espessuras sao apresentadas na figura 3 (Delgado et al. 2006).
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura da pele humana. Profundidades tipicas de penetracdo
Optica para comprimentos de onda especificos nas bandas UVA e UVB. Adaptado de: Delgado et
al. 2006.

A radiacdo UVA, causa danos as moléculas de DNA pela formacéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), incluindo radicais de anion superdxido, peroxido de
hidrogénio e oxigénio singleto. Ao ser absorvido diretamente pelo DNA, gerando
fotoprodutos de DNA (Vile e Tyrrell 1995; Fisher et al. 2002), resulta em quebras de
fita simples e subsequente formacgdo de pirimidinas oxidadas, purinas e dimeros de
ciclobutano pirimidina que sdo consideradas a ameaga mais perigosa para a célula. Se
néo for reparado ou mal reparado, pode levar a mutacGes ou rearranjos cromossdmicos
e, eventualmente, morte celular. A radiacdo UVA também induz respostas
inflamatdrias através da ativagao do fator pro-inflamatorio NF-kB (factor nuclear kappa

B) e danifica seriamente os queratindcitos (Kvam e Tyrrell 1997; Douki et al. 2003;
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Ikehata et al, 2007; Pierce et al., 2001; Sander et al. 2004; Nash et al. 2006; Li et al.,
2007; Krutmann et al., 2021; Shindo et al., 1993). Esses processos fotossensibilizados
por UVA tém sido associados & apoptose e ao dano de proteinas celulares, lipidios e
polissacarideos, etambém pode indiretamente causar danos estruturais ao DNA (Syed
et al., 2006; Andreassi e Andreassi, 2004; Pillai et al., 2005).

A radiacdo UVB, variando de 280 a 320 nm (Helbling et al. 1992), atua
diretamente no DNA, induzindo danos por reacfes de dimerizacdo entre bases de
pirimidina adjacentes, resultando na formagdo de Dimeros de Ciclobutano Pirimidina
(CPDs) e (6-4) fotoprodutos (Berneburg e Krutmann 2000; Fisher et al. 2002; Douki et
al. 2003; Jans et al. 2005). A radiacdo UVB também oxida os residuos de guanina,
resultando na formacdo de 8-oxo-7,8-dihidro20-desoxiguanosina no DNA, uma

molécula envolvida na carcinogénese (Cooke et al. 2010; Afaq 2011).

A radiacdo UVA e UVB induzem danos a pele por mecanismos diferentes
(Setlow et al. 1993; Arthey e Clarke 1995; Ezzedine et al. 2007; Neale et al. 2007,
Brenner e Hearing 2008; Rigel 2008). Dependendo da faixa de comprimento de onda
da luz que incide sobre a pele, os danos podem atingir profundidades diferentes, mais

superficiais sobre a epiderme ou mais profundas sobre a derme (Figura 4).
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Figura 4: Danos as células da pele causados pela radiacdo UV. Adaptado de: Chiari-Andréo et al., 2020
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A apoptose é uma forma fisiologica regulada de morte celular, que ocorre sob
uma variedade de condicdes fisioldgicas e de desenvolvimento e em resposta a muitos
agentes citotoxicos (Pustisek e Situm, 2011). A irradiacdo UV demonstrou ser um
indutor particularmente potente de apoptose. A apoptose dos queratindcitos na
epiderme manifesta-se na forma de inflamacdes de queimadura solar (Danno e Horio,
1987; Ziegler et al., 1994). Embora a apoptose seja um processo complexo, este tipo de
morte celular é desencadeada por uma série de caracteristicas bem definidas, incluindo
alteracbes morfoldgicas celulares, condensacdo da cromatina, clivagem do DNA
internucleossomal, ativacdo de uma familia de proteases asparticas de cisteina

(caspases) e desregulacdo Bax/Bcl-2 (Roberston and Orrenius, 2000).

Devido aos efeitos deletérios das EROs na pele, muitos pesquisadores tém se
esforcado para identificar e avaliar antioxidantes, como a propolis, para enriquecer o
sistema de protecdo cutneo enddgeno a fim de prevenir e/ou tratar os danos cutaneos
induzidos pela irradiacdo UV. A inibicao do estresse oxidativo induzido por UVA pode
contribuir para a prevencdo de doencas de pele. Nos ultimos anos, muita atencéo se
concentrou em antioxidantes de fontes naturais, especialmente flavonoides e outros
compostos fendlicos e polifendis dietéticos na tentativa de reparar a pele foto-
danificada como forma de prevenir a degeneracdo em doencas de pele induzidas pelo
sol (Bonina et al., 1996; Syed et al., 2006; Atoui et al., 2005). Entre a radiacdo UV
irradiada para a superficie terrestre, 0 UVB representa apenas 5%, mas o UVB causa
800 a 1000 vezes mais danos a pele do que a mesma dose de UVA. Os queratindcitos,
como células-alvo UVB, podem receber 95% da radiacdo e assim induzir o

fotoenvelhecimento (Krutmann et al., 2021).

A pele é rotineiramente e patologicamente exposta a estresse oxidativo e
inflamacdo necessitando de mecanismos de reparo e protecdo. A pele é equipada com
um elaborado sistema de substancias antioxidantes e enzimas, que mantém o equilibrio
entre o estresse oxidativo e a defesa antioxidante e mantém as células afastadas dos
danos causados pelo estresse oxidativo. Os queratindcitos desempenham um papel
importante na resposta inflamatoria a irradiagdo UV da pele (Narayanapillai et al., 2012;
Martinez et al., 2015; Svobodova et al., 2007; Li et al., 2007; He et al., 2016).

No Brasil, embora os casos de cancer de pele ndo melanoma representem 31,3%

de todos os tumores malignos notificados, 0 melanoma representa apenas 3% das
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neoplasias malignas, sendo o tipo mais grave, devido a sua alta taxa metastatica. Em
2022, foram considerados cerca de 625.000 novos casos de cancer, incluindo 175.000

casos de cancer de pele ndo melanoma (INCA 2022).

3.2 EFEITOS DA FOTOTOXICIDADE E MECANISMOS DE
PROTECAO

O ecossistema terrestre esta constantemente exposto a irradiacdo da luz solar.
Assim, estruturas como a pele dos animais, que delimita o interior ao exterior do corpo,
é a mais afetada pela exposicdo a luz solar. O envelhecimento da pele é um bioprocesso
complicado que ocorre ao longo do tempo como resultado do envelhecimento intrinseco
ou geneticamente programado, bem como do envelhecimento externo induzido por
aspectos ambientais. Exceto pelo processo de envelhecimento interno, a superficie
corporal exposta ao sol, incluindo o dorso das méaos, pescoco, antebracos e rosto,
apresenta efeitos destrutivos adicionais, principalmente devido a exposicdo a luz
ultravioleta. O fotoenvelhecimento sobrepBe-se ao envelhecimento intrinseco e é
definido como as influéncias da radiacdo UV prolongada e das lesdes causadas pela luz
solar sobrepostas a pele inerentemente envelhecida. A radiacdo UV é um acelerador do
envelhecimento cutdneo e o fotodano é cumulativo ao longo de toda a vida de um
individuo, pois danos causados na adolescéncia se acumulam e se manifestam no futuro
(Cabral et al., 2013; McCullough e Kelly, 2006; Rabe et al., 2006; Nichols e Katiyar,
2010). De fato, inumeras alteracfes podem se desenvolver na superficie da pele
induzidas pela luz solar, como erupcdo cutinea, hiperpigmentacdo,
fotoenvelhecimento, queimaduras e cancer de pele, que sdo os problemas mais
comumente observados associados ao tegumento (Freeman e Gordon, 2006).

Muitos tipos de drogas foram relatados por induzir fototoxicidade da pele,
incluindo antipsicoticos, psoraleno usado para fototerapia, tranquilizantes e agentes
antimicrobianos. Os medicamentos dermatoldgicos também tém uma preocupagdo com
a fototoxicidade, mas uma certa classe de medicamentos aumenta as respostas
fototoxicas como seu modo de acdo farmacoldgica, como pode ser exemplificado pela
terapia fotodindmica, como o acido 5-aminolevulinico e o0 8-metoxipsoraleno (Shimoda
et al., 1993; Goncalo 2011). Além das drogas, agentes quimicos endogenos

(protoporfirina), protetores solares (acido 4-aminobenzdico e seus ésteres) ou agentes
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ambientais (antraceno em alcatrdo de carvdo) possuem potencial fototoxico (Chignell
etal., 1985).

A irradiacdo UV ou fontes de luz artificial pode resultar na fotodecomposicéo
de muitos medicamentos e a fotoestabilidade representa um grande obstaculo para
garantir a vida atil adequada dos medicamentos. Durante a fotodecomposicédo, as
moléculas de drogas fotoexcitadas podem se transformar em compostos toxicos ou
produzir EROs que podem, em ultima andlise, gerar toxicidade as células da pele
(Tgnnesen, 2011).

A fototoxicidade se desenvolve quando os produtos quimicos fotoativos ou
fotorreativos entram em contato com o organismo ativados por luzes UV, sdo
absorvidos pela pele e ativados pela luz solar, cujos produtos tém potencial citotdxico
contra o tecido cutaneo (Figura 5). A fotorreatividade é exemplificada pela foto-adicéo
e producdo de EROs. Em consequéncia final, as reacfes derivadas da irradiacao solar
UV causam citotoxicidade contra as células da pele (Kim et al., 2015). A fototoxicidade
também pode ser manifestada por substancias quimicas absorvidas sistemicamente que
chegam a pele e sdo ativadas pela luz solar incidente, como pode ser evidentemente
exemplificado por antibiéticos de fluoroquinolona administrados sistemicamente
(Boudon et al, 2014).

irradiagdo UV
solar

citotoxicidade Irritacdo na
P em células da pele
pele

exposicio UV Fotoativacio Fotorreatividade

Figura 5: Esquema de reagdo fototoxica de produtos quimicos ativados por luzes UV. Adaptado de
Kim et al, 2015.

A reacdo fototoxica esta ligada a queimaduras solares exageradas. Acredita-se
que o espectro de acédo da toxicidade esteja incluido na faixa de comprimento de onda
do UVA (Christ e Lehnert, 1990). Como a absor¢do de UV é um pré-requisito para a
reacdo fotoquimica e, portanto, para a manifestacdo de fototoxicidade, os produtos
quimicos gque ndo absorvem UV dentro da faixa de luz solar incidente natural (280~700
nm) ndo causam fototoxicidade (ICH, 2014; OECD, 1981). Produtos quimicos
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fotoativos absorvem fotons e a energia absorvida resulta em alteragdes moleculares do
préprio produto quimico ou gera EROs que podem causar toxicidade aos tecidos-alvo
(Chignell et al., 1985).

A consciéncia dos efeitos nocivos da exposi¢éo ao sol resultou no aumento do
uso de protetores solares, uma vez que esses produtos tém sido amplamente
recomendados como protetores contra queimaduras solares, fotoenvelhecimento e
cancer de pele (Gustavsson Gonzalez et al. 2002; Hughes & Stone 2007, lannacone,
Hughes e Green, 2014).

Os filtros solares e os fotoprotetores utilizados sé&o classificados conforme o tipo
de protecdo que oferecem, com bloqueio fisico ou absor¢do quimica da radiacdo UV.
Assim, pode-se definir os fotoprotetores como agentes que atenuam o efeito deletério
por mecanismo de absorcdo, reflexdo ou dispersdo da radiacdo e, possivelmente,
prevencao do fotoenvelhecimento da pele exposta. Sdo considerados fenémenos fisicos,
aqueles que ndo promovem reacao quimica durante os processos de absorcao e reflexdo
de radiacdo (Cabral et al., 2013).

Os filtros UV quimicos s@o incorporados aos protetores solares para reduzir o
fotoenvelhecimento da pele e prevenir o desenvolvimento de cancer na regido (Foley
et al. 1993; Marto et al. 2016). Os principais filtros quimicos incluem acido
paraminobenzdico, benzofenonas, cinamatos e acidos benzimidazdlicos sulfonicos.
(Figura 5). Um exemplo de uma molécula desenvolvida mais recentemente para esta
finalidade € bis-etilhexiloxifenol metoxifenil triazina (Chatelain & Gabard 2001;
Higlin 2016).

Filtros quimicos, como oxibenzona, avobenzona, octocrileno e ecamsule, séo
compostos aromaticos que absorvem radiacdo ultravioleta de alta intensidade,
resultando em excitacdo para estados de energia mais elevados. Quando essas
moléculas retornam aos seus estados fundamentais, o resultado € a conversédo da energia
absorvida em comprimentos de onda de energia mais baixa, como a radiagéo
infravermelha, isto é, calor (Gasparro, Mitchnick e Nash, 1998). Os filtros solares
fisicos, como o dioxido de titanio e o o0xido de zinco, refletem ou refratam a radiacéo
ultravioleta para longe da pele; entretanto, estudos experimentais demonstraram que
quando o tamanho das particulas € muito pequeno, como nos filtros solares

micronizados, o mecanismo de acdo é semelhante ao dos filtros quimicos. Mais
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especificamente, o 6xido de zinco micronizado e o didxido de titanio comportam-se
como metais semicondutores, que absorvem a luz ultravioleta na maior parte do

espectro eletromagnético (Geoffrey, Mwangi e Maru, 2019).

A utilizacdo de produtos naturais na prevencao e protecdo dos danos cutaneos
causados pela luz ultravioleta tem ganhado destaque, principalmente no caso de
fitoquimicos que apresentam  atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
antimutagénica, anticancerigena e imunomoduladora, e podem atuar em diferentes

processos celulares e mecanismos moleculares (Afaq 2011).

O interesse no uso de metabolitos secundarios encontrados em plantas para
desenvolver protetores solares é baseado no aumento da resisténcia a radiacdo UV das
plantas em comparacdo com células e micro-organismos de mamiferos, sugerindo o
efeito fotoprotetor de fitoquimicos. Existem varias classes de metabdlitos secundarios
incluindo alcaloides, flavonoides, carotendides, isotiocianatos, lignanas, taninos,
quinonas, saponinas e metilxantinas, por exemplo, que sdo produzidos pelas plantas de
acordo com sua necessidade, com o estimulo recebido e com as condicdes de estresse
a que sao submetidas (Caldwell et al. 1983; Dinkova-Kostova, 2008; Gobbo-Neto &
Lopes 2007; Dinkova-Kostova 2008; Solovchenko & Merzlyak 2008; Simdes et al.
2017).

O uso de agentes antioxidantes naturais como compostos fenolicos presentes no
reino vegetal pode ser uma estratégia eficaz para minimizar os efeitos deletérios das
espécies reativas induzidas por UV. Esses compostos tém sido utilizados em
formulacbes cosméticas topicas pela industria farmacéutica (Oliveira-Junior et al.,
2013), pois os flavonoides sdo estruturalmente semelhantes aos filtros quimicos, o que
0s torna suscetiveis a absor¢do de irradiacdo UV. A associacdo de produtos naturais
com protetores solares pode ampliar os beneficios da prote¢do solar, oferecendo
recursos adicionais que minimizam os danos nos tecidos expostos cronicamente a UV
(Gonzalez et al., 2008).

O teste de fototoxicidade in vitro é baseado na comparacéo da citotoxicidade de
um produto quimico quando testado na presenca e na auséncia de exposi¢ao a uma dose
ndo citotdxica de luz solar simulada. A citotoxicidade neste teste é expressa como uma
reducdo dependente da concentracdo da absorcéo espectrofotométrica quando medida

18-24 horas ap6s o tratamento com o produto quimico em estudo e irradiacdo. E

possivel que as substancias identificadas por este teste sejam fototdxicas in vivo, apds
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aplicacdo sistémica e distribuicdo na pele, ou apos aplicacdo topica (OECD, 2004;

Borenfreund e Puerner, 1985).

3.3 PROPOLIS VERMELHA

O uso de produtos naturais na prevencdo e terapia de diversas condi¢bes
patoldgicas tem sido muito explorado como alternativa a medicina alopética. A propolis
vermelha ¢ um alvo de diversos estudos no que concerne aos aspectos quimicos e
bioldgicos, a fim de comprovar sua eficacia terapéutica. Trata-se de um produto
resinoso produzido pelas abelhas do género Apis mellifera, sendo constituida de
exsudados de brotos e botdes florais de diversas plantas, principalmente da seiva de
uma planta oriunda do nordeste brasileiro, conhecida como Dalbergia ecastaphyllum,
popularmente conhecida como rabo-de-bugio (Mata, 2015). Na natureza, a propolis é
responsavel pela protecdo da colmeia contra micro-organismos. Ensaios com cultura
celular demonstram que sdo raros os incidentes de alergia e toxicidade as células
humanas (Lopez et al., 2015). A prdpolis possui uma infinidade de mecanismos
bioldgicos e terapéuticos, tais como imunomodulador, antitumoral (Sforcin e Bankova,
2011), antimicrobiana (Ruffato et al., 2018), anti-inflamatério (McLennan et al., 2008),
antioxidante (Frozza et al., 2013). Além disso, estudos mostram a capacidade em
acelerar a cicatrizagdo de feridas, reepitelizacdo de lesbes dérmicas como queimaduras,
feridas e Ulceras, entre outras (Lopez, 2015; Da Silva et al., 2002; Salatino et al., 2005;
Melo et al., 2018).

Park e colaboradores (2000) classificaram a préopolis brasileira em 12 grupos
com base em suas caracteristicas fisico-quimicas, separando-as pela regido que foram
encontradas. O tipo de propolis mais comercializado atualmente é conhecido como
“propolis verde” e tem sido amplamente estudado e utilizado em diversos alimentos e
bebidas (Moraes et al., 2010). Posteriormente, foi descoberto o 13° tipo que foi
denominado “prépolis vermelha”, que tem sido uma importante fonte de investigagao
por grupos de pesquisa nacionais e internacionais. Além das diferencas na composicéo
quimica, Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa apresentaram a composicao
quimica da prépolis vermelha brasileira, encontrada em Brejo Grande - Sergipe (tabela
1) (Frozzaetal., 2013; dos Santos et al., 2019; Ruffato et al., 2017; Ruffato et al., 2018).
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A propolis comecou a ser apreciada como meio para tratamento de problemas

de saude nos anos de 1950 e 1960 na ex-Unido Soviética e em paises do leste da Europa,

como Bulgéria, Republica Tcheca e Polonia. Nos paises do oeste europeu, na América

do Sul e do Norte e no Japéo, a propolis ndo adquiriu popularidade até 1980. Na metade

dos anos 80, a prdpolis tornou-se um importante produto na medicina alternativa e

complementar. O Japdo € o principal importador de propolis, com preferéncia pela

prépolis brasileira, absorvendo cerca de 80% da producéo e paises como os Estados

Unidos, Alemanha e China séo fortes compradores da matéria prima (Salatino et al.,
2005; Mariano, 2014).

Tabela 1: Principais compostos encontrados na prépolis vermelha de Sergipe Dados obtidos por
ESI(+)-MS/MS dos. Adaptado de: Frozza et al., 2013.

fon precursor m/z (%)
221.1204 (25)
255.1022 (8)
257.0811(9)

269.0820 (100)

271.0975 (16)

285.0765 (44)

523.1751 (8)

611.1965 (10)

Comp. Ident.

-Acetyl-2,2-dimethyl-3-hydroxychromz

2-Hidroxi-4-methoxychalcon

Liquiritigenina

Formononetina

Medicarpina

Biochanina A

Retusapurpurina B

Hesperetina 7-rhamnoglucoside

Elem. Comp. (+H)

C13H1703

C16H1503

C15H1304

C16H1304

C16H1504

C16H1305

C32H2707

C28H35015

Diff. (ppm)

2.392

0.316

1.068

0.265

0.125

0.707

1.792

fon Fragm. MS/MS (%)[MS-MS] Ref.
206.0969(100)[196.5332(100); 137.1431(80)] Valcic et al. (1999)
Righi etal. (2011)
242.0582(20); 239.0700(100) [211.0755(100)
{(196.5468(80); 183.0809(15); 137.177(100)};
196.5520(20); 137.1649(20)]; 229.0868(25); Piccinelli etal. (2011)
211.0755(30); 178.9466(15); 163.0888(7);
147.0441(100); 137.0236(100)
254.0575(100) [237.0552(100); 226.0624(30),
136.0155(10)]; 241.0865(15); 237.0552(60) . .
Piccinelli etal. (2011)
[209.0604(100)]; 213.0917(100) [198.0680(1(
195.0810(70); 182.0725(20)]; 107.0492(15).
253.0858(30) [225.0909(100); 196.5134(20);
137.1273(20)]; 239.0700(5); 229.0868(5);
177.0546(7); 163.0388(7); 151.0394(100) Piccinelli etal. (2011)
[137.0600(10); 131.0494(100)]; 137.0600(5);
131.0494(30).
270.0534(100) [253.0493(60); 242.0582(20);
214.0621(30); 137.0236(100)]; 257.0811(25);
253.0493(60) [225.0552(100) {197.0599(100) _. .
Piccinelli etal. (2011)
137.1576(100}]; 229.0868(30) [211.0755(90);
197.0599(100); 183.0809(20)]; 225.0552(20);
152.0104(7); 137.0236(25).
399.1220(50) [387.1244(100); 373.1066(20)];
387.1244(100) [371.0919(100); 355.0979(30). _. .
Piccinelli etal. (2011)
279.0645(30); 196.5436(5)]; 386.1164(30);
371.0919(15).
Sulaiman etal. (2011)

Vaérios estudos identificaram os constituintes da propolis, que pertencem a

diversos grupos de compostos, sendo identificados mais de 300 compostos quimicos,
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sendo eles: flavonoides, ésteres, diterpenos, sesquiterpenos, aldeidos aromaticos,
alcoois, acidos graxos, terpenodides, fenilpropanoides, estilbenos, lignanas, acucares,
vitaminas e aminoécidos (Wagh, 2013; Huang et al., 2014; Bankova, 2005; Funari;
Ferro, 2006; Rufatto et al., 2017; dos Santos et al., 2019; Rufatto et al., 2018). Os
flavonoides séo os principais compostos com atividade farmacoldgica encontrados na
propolis. Atuam no processo de reparo tecidual, agem como antioxidantes, combatendo
os radicais livres, possuem atividade antimicrobiana e moduladora do sistema imune,
apresentam acdo anti-inflamatdria, analgésica e vasodilatadora (Menezes, 2005; Vieira
et al.,, 2008). No tratamento de feridas, a propolis tem sido atribuida como agente
cicatrizador, diminuindo o tempo de cicatrizacao de feridas, acelerando o processo de
contracdo e a reparacao tecidual. Os produtos ativos agem na formacao do tecido de
granulacdo, induzindo a reepitelizacdo e estimulando a migracdo de queratindcitos
(Barbosa et al., 2009; Batista et al., 2015).

Os antioxidantes sd@o conhecidos por proteger contra o estresse oxidativo, que
estd envolvido no desenvolvimento de varias doencas crénicas. Eles podem prevenir a
formacédo de EROs, além de inibir reacGes oxidativas em cadeia, quelar metais reativos
e reparar danos em moléculas bioldgicas (Da Costa et al., 2012). Tem sido relatado que
antioxidantes naturais administrados por via oral e topicamente, como flavonoides,
carotenoides, acido ferulico e superoxido dismutase, fornecem protecao contra eritema
e citotoxicidade induzidos por irradiacdo UV (Bonina et al. 1996; Montenegro et al.,
1995). Muitos dos agentes que induzem a apoptose sdo oxidantes ou estimuladores do
metabolismo oxidativo celular, enquanto muitos inibidores de apoptose tém atividade

antioxidante (Meng e Bai, 2005; Freeman and Grapo, 1982).

Como o dano celular induzido por UV é atribuido principalmente aos efeitos
nocivos dos radicais livres, moléculas com propriedades de eliminacéo de radicais sao
particularmente promissoras como radioprotetores. Efeitos protetores de compostos
antioxidantes presentes na prépolis ja foram reportados (Uma Devi et al., 1999; Arora
et al., 2005; Benkovic et al., 2007; Benkovic et al., 2008). Além de usar protetores
solares quimicos e/ou fisicos para diminuir a intensidade da radiacdo UV que atinge a
pele, a adicdo de antioxidantes na pele para fortalecer seu potencial protetivo, é uma
abordagem emergente para limitar os danos a pele induzidos por EROs causados pela
irradiacdo UV (Fuchs et al., 1989; Shindo et al., 1993).
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Danos na pele induzidos por UV e/ou desenvolvimento de cancer podem ser
processos lentos e insidiosos; portanto, a fotoquimioprevencdo € obrigatoria na vida
diéria para evitar danos graves (Wu et al., 2011). Quatro possiveis mecanismos de
fitofotoprotegdo foram estabelecidos em literatura: a capacidade da molécula de
absorver os raios UVA e UVB; o efeito antioxidante da molécula, a atividade quelante
de metais de transicdo e/ou eliminacdo de EROs por meio da formacéo de estruturas
menos reativas (aplicadas a polifenadis); inibicdo das MMPs, que poderiam danificar ou
destruir o colageno e as fibras elasticas que constituem a derme; e modulacdo da
sinalizacdo dependente do estresse e/ou supressao de respostas celulares e teciduais,
como inflamacéo (Pillai et al. 2005; Hinneburg et al. 2006; Russo et al. 2006; Stahl &
Sies 2007; Dinkova-Kostova 2008 ; Mudit & Katiyar 2010; Nichols & Katiyar 2010;
Oresajo et al. 2010; Staniforth et al. 2012). Os Gltimos trés mecanismos previnem danos
que poderiam ter sido causados por radiacdo ultravioleta excessiva na pele (Chiari-
Andréo, 2020).

Segundo De Moura et al. (2011), o tratamento com propolis estimula aumentos
significativos nos componentes da matriz extracelular durante as fases iniciais da
reparacao de feridas (hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e remodelacéo), seguido por
uma reducdo nas moléculas de matriz extracelular. Além disso, estudos sugeriram que
a prépolis é capaz de extinguir os radicais livres da pele, além de acelerar a modificacao
da estrutura de sulfato de dermatan, responsavel pela ligagdo dos fatores de
crescimento, promovendo a reparacdo tecidual. Este resultado € a fonte de seguranca
de sua aplicacdo em feridas como, por exemplo, queimaduras (Olczyk et al., 2013;
Olczyk et al., 2012).

Embora a prépolis e seus compostos ativos possam induzir a apoptose em
varias linhagens celulares de cancer, estudos mostram que concentracdes menores (<
10pug/mL) de propolis podem proteger as células HaCat (queratindcitos humanos)
contra a apoptose induzida por irradiacdo ultravioleta. Esses resultados foram
coincidentes com o efeito protetor da prépolis contra a irradiacdo UVA em células
HaCat em monocamada (Moon, 2012; Kim e Yoo 2016).

Analises experimentais feitas por Olczyk e colaboradores, (2012) permitiram
identificar o aumento da glicoproteina multiadesiva vitronectina (VN) no decorrer do
processo de reparacdo de queimaduras em pele de porco, particularmente visivel apos

a aplicacdo de propolis; seguido pela reducdo na quantidade de vitronectina apds o 3°
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dia do experimento. Por outro lado, na fase final da cicatrizacdo da queimadura, a
prépolis estimulou o maior grau de reducdo do nivel de vitronectina para os niveis

semelhantes aos da pele saudavel.

E concebivel que esse efeito bioldgico da propolis esteja associado a sua
capacidade de estimular a expressao do fator de crescimento transformador-p (TGF-p)
(Ansorge et al., 2003; Moura et al., 2011) que por sua vez induz a sintese de vitronectina
(Olczyk et al., 2012). O TGF-p é responsavel pela deposi¢ao aumentada de vitronectina
que participa das fases iniciais do reparo da ferida, como hemostasia e inflamacéo, além
de estimular a migracdo de queratindcitos, a proliferagdo, bem como a sintese de
proteinas (Koli et al., 1991; Ekmekci e Ek mekgi, 2006; Bernards e Jiang, 2008; Hyde
et al. 2004).

Olczyk e colaboradores, (2012) demonstraram que com a pré aplicacdo da
propolis em lesdes de queimaduras, ocorreram 0s primeiros sintomas de granulacdo em
5 dias poés-queimadura, seguidos de granulacdo aumentada e os primeiros sinais de
reepitelizacdo apos 10 dias da lesdo. No dia 15, a extensa reepitelizacao foi visivel tanto
na borda quanto na parte central do dano tecidual e foi acompanhada pelo acimulo
inicial de colageno. Durante os dias finais do estudo, 21 dias pds-queimadura, 0 novo
epitélio cobriu as feridas tratadas com prépolis com deposicao simultanea de colageno

abundante no tecido queimado.

3.4 MODELO CELULAR IN VITRO 3D A PARTIR DE ESFEROIDES

A maior parte dos estudos em biologia celular é realizada cultivando as
células de interesse em substratos de poliestireno em monocamada (2D) (Alves e
Guimarées, 2010; Molinaro et al., 2010; Fennema et al., 2013). Neste sentido, 0s
modelos 2D in vitro mais conhecidos séo de células primarias e secundarias. As culturas
secundarias sdo modelos de células imortalizadas que sdo encontradas em bancos de
células e comercializadas. Ja a cultura primaria é estabelecida a partir do crescimento
de células oriundas de um fragmento de tecido obtido por desagregacdo mecénica ou
enzimatica. As células que sobrevivem ao processo de desagregacdo e aderirem a
garrafa formardo a primeira monocamada de células daquele tecido. Essas células
possuem as caracteristicas do tecido de origem, podem crescer em cultura por um

determinado periodo e sdo denominadas células primarias devido a presenga de suas
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caracteristicas genotipicas e fenotipica. As células primarias que conseguem manter
suas caracteristicas originais possuem um tempo de vida bastante curto quando

comparadas as secundarias.

No organismo, a morte celular ¢ um mecanismo para renovagdo tecidual. Essa
morte é programada e nao causa danos, um processo denominado de apoptose. A célula
nao ¢ rompida, ela simplesmente se ‘“autodigere”, formando botdes Ou COrpos
apoptGticos que sdo degradados. A medida que a cultura é repicada, as células com uma
maior capacidade de proliferacdo irdo predominar na garrafa de cultivo em detrimento
das células que nédo se adaptaram bem ao cultivo, ou que, devido a traumas do processo
de desagregacdo, ndo possuem uma taxa normal de proliferacdo (Alves e Guimaraes,
2010).

No corpo humano, as células sdo rodeadas por matriz extracelular (MEC)
estando em contato com moléculas que a constitui, ou em contato fisico direto com
células do mesmo tipo, ou ainda com células de tipos diferentes em um arranjo tri-
dimensional (3D) (Rimann e Graf-hausner, 2012). A transicdo entre 0 2D e 0 3D esté
acontecendo em larga escala na industria de cosméticos e como o cultivo 3D possuli
vantagens como a alta densidade celular, automacdo, baixos custos, reproducdo em
grande escala e aplicabilidade, a industria farmacéutica tende a seguir o mesmo
caminho (Rimann e Graf-Hausner, 2012; Moura, 2015). A hipétese de que diferencas
no ambiente da cultura celular podem afetar a forma como as células respondem ao
tratamento medicamentoso € apoiada por descobertas de que as células cultivadas em
arquitetura 3D mostraram diferencas na resisténcia a apoptose e quimioterapicos
quando comparados as culturas em 2D (Bissell et al., 2002). O cultivo 2D ainda €
utilizado para estudos in vitro de drogas, no entanto, suas deficiéncias foram claramente

reconhecidas pela industria farmacéutica.

A formacdo de esferoides ocorre a partir de células em suspensdo que vao
espontaneamente agregar-se e formar um esferoide. A producédo de esferoides se da a
partir de moldes de agarose micromoldada, feitas através da adi¢cdo da agarose em
moldes pré-fabricados (Svoronos et al., 2014; Tejavibulya et al., 2011).Um tipo de
formacéo de esferoides ocorre em um sistema de agarose contendo microressecgdes
(Figura 6). A montagem ¢ feita apos plagueamento e solidificacdo da agarose ultrapura,
que é micromoldada e solta do molde de silicone para fixagéo na placa.
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Figura 6. Producdo de agarose micromoldada. (A) Molde de silicone, (B) apds plaqueamento e
solidificacdo da agarose ultrapura, (C) retirada da agarose solidificada posicionada em direcdo ao poco
da placa de 12 pocos, (D) a agarose micromoldada solta do molde de silicone para fixacdo na placa.
Adaptado de Microtissues natural 3D®. [Homepage da internet] <http://www.microtissues.com/>. Fonte:
Moura, 2015.

Napolitano e colaboradores (2007) desenvolveram um modelo baseado em um
gel ndo adesivo que limita as interages células-substrato e assim incentiva a interacéo
célula-célula favorecendo a formacdo de agregados celulares (Figura 7). Do mesmo
modo, a semeadura de células nesse sistema permite a formacéo de agregados celulares
através da decantacdo. De acordo com a teoria de automontagem, os esferoides
assumem a geometria esférica minimizando a energia e maximizando a adesdo

intercelular (Napolitano et al. 2007).

SN ol ool oA sl
. WY %Y W T

Meio de cultura Célula

&
<
<
<
<&

Figura 7. Esquema representando a etapa de semeadura das células ao micromolde. (A) micromolde de
hidrogel, (B) plaqueamento da suspensdo de células no micromolde, (C) células dentro das
microrresseccOes permanecem sem adesdo a superficie circundante, (D) esferas formadas dentro das
microrresseccdes em uma estrutura de esferoide. Adaptacdo de Santos, 2014. Fonte: Moura, 2015.
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Esferoides de diversos tipos celulares ja foram produzidos, como de cancer de
mama, célon, prostata, entre outros, com o objetivo de se tornarem um modelo mais
fiel as doencas que representam. Modelos 3D de co-cultura de linhagens tumorais e
outras células como fibroblastos, macrofagos e células endoteliais também ja foram
estabelecidos com o objetivo de mimetizar os componentes pertencentes ao
microambiente tumoral (Calcagno et al., 2010; Ponti et al., 2005; KunzSchughart et al.,
2004; Wenzel et al., 2014; Devi et al., 2015; Dwyer et al., 2016; Noel et al., 2017;
Rebelo et al., 2018).

O modelo 3D a partir de esferoides tem sido aceito e até mesmo requisitado
pelas industrias, principalmente farmacéuticas, pois mimetizam o mais préximo do
ambiente in vivo, com menor custo e menor tempo, além de contribuir para o
conhecimento da resposta celular a tratamentos. Tais companhias observaram que o
custo com o cultivo em monocamada eram altos e quando os farmacos passavam para
o0 teste em animais, as respostas nao eram coerentes (Rimann e Graf-Hausner, 2012;
Kunz-Schughart et al., 2004).

3.5 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS E REGENERACAO TECIDUAL

As células tronco mesenquimais (CTMs) estdo presentes em diversos tecidos
do organismo, sendo a medula 6ssea um dos mais ricos ambientes. No entanto, estas
células ja foram encontradas e isoladas de outros 6rgaos e tecidos, tais como sangue
periférico, sangue de corddo umbilical e placentario, tecido muscular e esquelético,
derme e tecido adiposo (Prata, 2006). Estas vém substituindo as células-tronco
embrionarias e células-tronco pluripotentes recentemente usadas nas terapias. I1sso se
deve em grande parte as suas amplas capacidades de diferenciacdo e a auséncia de
formacdo de teratomas, além da facilidade de isolamento, sua capacidade de
propagacdo em cultura, e de ndo serem imunogénicas, podendo ser teoricamente
empregadas em transplantes alogénicos (Jiang et al., 2002; Bobis, Jarocha e Majka,
2006).

Células-tronco sdo ceélulas indiferenciadas, que apresentam como
caracteristicas a capacidade de autorrenovacgéo, ou seja, sdo capazes de se multiplicar

mantendo seu estado indiferenciado, proporcionando uma reposicdo ativa de sua
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populacdo de maneira constante nos tecidos. As CTMs possuem potencial de se
diferenciar em diversos tipos celulares. Desta forma, acredita-se que células-tronco
presentes nos diferentes tecidos tenham papel regenerativo quando estes sofrem uma
lesdo ou injaria (Lemischka, 2005; Blau et al., 2001; Fodor, 2003).

As células isoladas sao cultivadas com meio contendo soro fetal, sendo que
as CTMs aderem ao plastico. Algumas células da linhagem hematopoiética também
podem aderir, mas, com o tempo, com as Varias trocas do meio de cultura, sdo
removidas. Portanto, enquanto este procedimento elimina a maior parte das células
contaminantes, a heterogeneidade remanescente da cultura diminui progressivamente
com as diversas passagens e, apOs determinado nimero delas, a cultura torna-se
enriquecida pela fragdo que se autorrenova, as CTMs. Elas sdo descritas como células
morfologicamente indistinguiveis de fibroblastos, com formato fusiforme, aderentes a
plastico, com potencial de diferenciacdo (Senesi et al., 2019; Busser et al., 2014; Bourin
et al., 2013; Bydlowski et al., 2009; Soundararajan e Kannan, 2018).

A identificacdo exata das células-tronco é possivel quando utilizando
marcadores de superficie que refletem as caracteristicas bioldgicas e funcionais destas
de forma a permitir também a individualizacdo de um determinado tipo celular. As
células tronco mesenquimais apresentam varios marcadores imunofenotipicos, embora
estes marcadores nao sejam especificos, ocorrendo em outros tipos celulares (De bari
et Al. 2001).

O termo CD (Cluster Designation: denominacdo de grupamento) é utilizado
para descrever anticorpos monoclonais criados em diferentes laboratdrios de todo o
mundo contra os antigenos leucocitarios humanos (Roitt, 1999). Segundo De Ugarte e
colaboradores (2003) e Kern e colaboradores (2006), as CTMs devem expressar em sua
superficie os marcadores CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106 e CD166
e ndo devem expressar 0os marcadores de linhagem hematopoiética CD11c, CD11b,
CD79a, CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD56, CD133, CD144, CD117 e MHCII.
Outro critério minimo criado posteriormente para a caracterizacdo da celula-tronco
mesenquimal humana prop@e que as células devem aderir ao plastico quando mantida
em condicdes de cultura; também possuir a capacidade de diferenciacdo osteogénica,

adipogénica e condrogénica (Dominici et al., 2006).
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Atualmente, a medicina regenerativa tem sido um dos principais focos de
pesquisa ndo apenas para encontrar terapias, mas também para entender a biologia
bésica e a patogénese da doenga (Chien, 2008; Inoue e Yamanaka, 2011; Fahey e
Wallace, 2011). Embora uma série de questdes éticas tenham surgido na pesquisa com
células-tronco (McCormick e Huso, 2010), avancos recentes no isolamento e
desenvolvimento de destas ajudaram os cientistas a identificar e cultivar tipos
especificos de células para regeneracdo de tecidos em vérios distdrbios, como
Parkinson (Xi e Zhang, 2008), Alzheimer (Magga et al., 2012), doencas do cora¢ao
(Perin et al., 2012), musculos (Cerletti et al., 2008), pulmao (Tzouvelekis et al., 2011,
Weiss et al., 2011), figado (Rashid et al., 2010) e outros 6rgdos (Lodi et al., 2011), além
de uma série de terapias para tratar doencas como acidente vascular cerebral,
enxerto/transplante, GvHD (doenca do enxerto contra hospedeiro), distlrbios
neurodegenerativos, doengas auto-imunes, como a esclerose multipla, e disturbios
psiquiatricos, como o autismo (Lee et al., 2010; Chung et al., 2004; Pollock et al., 2016;
Zappia et al., 2005; Bradstreet et al., 2014; Dawson et al., 2017; Lv et al., 2013).

Na dermatologia, as células-tronco tém sido avaliadas na reposicao epitelial de
areas de queimadura, na cicatrizacdo de feridas cronicas e no tratamento do vitiligo,
entre outras condicGes (Falanga et al., 2007; Nie et al., 2007). A cicatrizacdo de feridas
é um processo complexo que requer migracdo celular, inflamacdo, angiogénese,
formacéo de tecido de granulagéo, reepitelizacdo e remodelacdo da matriz extracelular.
As CTMs tém um papel ativo nesse processo, e a aplicacdo terapéutica das CTMs

demonstrou melhorar os resultados de cicatrizacdo de feridas (Lee et al., 2016).

A grande capacidade de potencial de diferenciacdo das CTMs, a possibilidade
de enxerto, seus efeitos imunossupressores e sua expansao em cultura levaram ao
aumento do interesse clinico relativo ao uso destas células, através de infuséo
intravenosa ou administracdo dirigida ao local de interesse, em numerosas situacdes
patoldgicas. No caso de estudos utilizando CTMs em ensaios clinicos, bilhdes de CTMs
isoladas ou ligadas a biomateriais, sdo necessarias. A producdo de CTMs para este
proposito necessita da observacdo e aderéncia as boas praticas de manufatura, para

assegurar a liberacdo do ativo de modo seguro, reprodutivel e eficiente (Sensebé, 2009).

A principal vantagem do uso de células-tronco como uso terapéutico como
substitutos de pele € que essas celulas podem ser amplificadas e diferenciadas ad

infinitum. Uma linhagem celular a partir de células-tronco poderia ser desenvolvida a
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partir de doadores especificos ou poderia ser manipulada geneticamente para esquivar
do sistema imunologico a fim de obter peles compostas projetadas “enxertaveis

universais”, evitando a rejeigao de tecidos (Domingues et al., 2022).

3.6 CULTIVO DE QUERATINOCITOS DA PELE E INTERACAO COM
RADIACAO UV

A pele é o maior e mais extenso 6rgdo do corpo humano. Ela estd em constante
contato com o meio externo, que a torna um tecido propenso a sofrer lesGes que possam
ou ndo comprometer a qualidade de vida das pessoas. A pele constitui cerca de 16% do
peso corporal dos animais. Ela possui diversas fung¢fes, como a protecdo contra a perda
de &gua, atrito, armazenamento de gordura, carboidratos e proteinas. Além disso,
também participa ativamente nos processos de termorregulacéo corporal, formacéo de
vitamina D3, resposta imunol6gica e como receptor sensorial (Fernandes, Oliveira e
Machado, 2011; Gonzalez, 2010).

Por constituir a principal interface entre 0 ambiente e o organismo, a pele €
considerada uma barreira efetiva contra diversos tipos de estresse, destacando-se sua
acdo na protecdo contra a radiacdo ultravioleta, desidratacdo, forcas mecanicas,
alteracfes na temperatura e inflamacéo, esta Gltima promovida por fatores endégenos
liberados pelas células. Assim, pode-se dizer que a pele é uma linha de defesa eficiente

contra diversas condi¢fes que afetam principalmente a epiderme (Gonzales, 2010).

A camada basal do tecido epitelial é formada por células-tronco e queratindcitos.
Os queratindcitos sdo o principal tipo celular da pele e, portanto, o principal alvo das
alteracdes mediadas pelos diferentes tipos de estresse, modulando vias de sinalizagéo
gue podem levar a apoptose, sobrevivéncia, senescéncia ou diferenciacdo celular. Este
tipo celular apresenta, como caracteristica principal, uma constitui¢éo proteica baseada
principalmente na sintese de queratina. De fato, em queratinocitos, o conteudo de
queratina representa mais de 50% da massa proteica total (Raj, Brasj e Grossman, 2006;
Silva et al, 2013).

Os queratindcitos migram da camada basal para camadas estratificadas do
epitélio, em que formam uma rede celular muito dindmica e que fisicamente confere

forca e rigidez ao epitélio. O processo de migracdo dos queratinocitos é acompanhado
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pela gradual diferenciacéo celular associada a producao crescente de queratina. Ao final
desse processo, que culmina na diferenciacdo terminal dos queratindcitos seguida por
morte celular e esfoliagdo, os filamentos de actina permanecem intactos, formando o
centro estrutural da camada morta da pele queratinizada, eficaz na protecdo contra a
abrasdo, agressdes quimicas e fisicas, dessecacdo, penetracdo de patdgenos e protecao

geral contra intempéries do ambiente (Gonzalez, 2010; Denning, 2004).

Entre os tipos de estresse aos quais 0s queratindcitos sao submetidos, 0 mais
estudado, e talvez o de maior relevancia fisioldgica, é o estresse causado pela radiacéo
ultravioleta. A geracdo de espécies reativas de oxigénio, tais como peroxido de
hidrogénio (H203), radical hidroxila (OH¢) ¢ anion superdxido (O2¢), possuem papel
central em iniciar e dirigir muitos dos eventos de sinalizagdo que medeiam a resposta
celular a irradiacdo UVA e UVB (Krutmann, 2006).

Em doses fisiologicamente relevantes de irradiacdo UV, a geracdo de EROs
ativa inimeras vias de sinalizacdo, causa peroxidacao lipidica e induz dano oxidativo
ao DNA e proteinas celulares. Queratindcitos que forem severamente danificados e
impossibilitados de reparar o DNA induzem apoptose como um mecanismo de escape,
causando sua propria eliminacdo em beneficio do organismo. Neste processo, uma
proteina supressora de tumor, p53, possui um importante papel, induzindo a parada do
ciclo celular na fase G1 (Campbell et al, 1993; Boukamp et al. 1988; Silva, 2013).

A exposi¢do de queratindcitos ao estresse oxidativo e EROs também pode ser
usada como mecanismo terapéutico. A alta reatividade quimica das EROs e sua
capacidade de reagir com diferentes moléculas de maneira destrutiva tem sido
explorada em diferentes terapias, tendo como objetivo a eliminacdo de queratindcitos
que tenham acumulado mutagdes ou outros danos genéticos (Takahashi et al., 2004).
Em adicdo, as EROs sdo formadas fotoquimicamente e servem como mediadores de
respostas celulares durante a irradiagdo UVA, utilizadas para fins cosméticos e

terapéuticos como, por exemplo, a terapia fotodindmica (Krutmann, 2006).

Um dos elementos fisiopatoldgicos importantes de lesdes que se estabelecem na
pele é o desenvolvimento do estresse oxidativo. Um exemplo para a queimadura mostra
que a perfusdo de tecidos isquémicos ap0s um trauma térmico resulta em um
desequilibrio entre as EROs e o sistema de defesa antioxidante devido a produgéo

excessiva de radicais livres (Bonucci et al., 2018). Portanto, o estresse oxidativo &€ um
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estado de desequilibrio entre a acdo das EROs e a capacidade biologica de desintoxicar
rapidamente intermediarios reativos e reparar o dano ocorrido (Nwosu et al., 2020).
Nos estudos de Foldi et al. (2009), tambem foi apontado que as queimaduras podem
promover a peroxidacdo lipidica, ou seja, uma reacdo autocatalitica, iniciando o
metabolismo toxico e a apoptose celular (Qin et al., 2019). Pesquisa realizada por Qin
et al., (2019) voltadas para melhorar a eficdcia do tratamento e prevenir lesdes,
recomendam que pacientes com queimaduras utilizem antioxidantes o mais
precocemente possivel, devido a sua atividade protetora contra danos teciduais

oxidativos (Valachova et al., 2020).

O processo de cicatrizacdo € um mecanismo complexo de longa duracdo que
envolve alguns processos de reparo dependentes do sistema imunolégico, bem como a
reconstrucdo da continuidade do tecido resultante da injdria. A cicatrizacdo de feridas
ocorre em varios estagios ao longo de dias e envolve o0 aumento da migracdo e
proliferacdo celular (inflamacéo e formacdo de tecido de granulacdo), bem como a
sintese de novo do tecido conjuntivo, um processo de remodelacdo (Chen et al., 2005;
El Kahi et al., 2009; Puculek et al., 2020; Kocik, 1996).

E geralmente aceito que os fibroblastos, queratindcitos e células epidérmicas
sdo estruturas fundamentais durante todo o processo de cicatrizacdo de feridas (El Kahi
et al., 2009; R&sénen e Vaheri, 2010). Durante a regeneracdo tecidual, a interagéo de
queratindcitos e fibroblastos determina a conversdo do microambiente da ferida de um
tecido inflamatdrio para um tecido de granulacdo dirigido por sintese (Werner et al.,
2007). As células epidérmicas exibem funcBes imunorreguladoras quando a

homeostase da pele é interrompida por dano ou inflamagéo (Havran e Jameson, 2010).

Os queratindcitos que estdo envolvidos na reepitelizacao da ferida sdo formados
como consequéncia da diferenciacdo das células-tronco epidérmicas localizadas na
epiderme interfolicular e nas protuberancias do foliculo piloso (Coalson et al., 2019).
No entanto, queratinocitos e células epidérmicas sdo incapazes de cumprir seus papeis
especiais durante a regeneracdo tecidual sem o acimulo simultaneo de glicoproteinas
multiadesivas como a vitronectina e laminina no leito da ferida. Sabe-se que a
vitronectina, na presenca de fatores de crescimento, estimula a migracdo de

queratindcitos, proliferacdo, bem como a sintese de proteinas (Hyde et al., 2004).
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4 - METODOLOGIA

4.1 PROCESSAMENTO DA PROPOLIS VERMELHA:

Para extracao hidroalcodlica, a propolis foi coletada em Brejo Grande — Sergipe,
no ano de 2010. Esta foi triturada e suspensa em etanol 70 % (v/v) durante 24 horas
com agitacdo constante. Em seguida, a solugdo foi filtrada a vcuo. Apds a extracdo, o
solvente foi evaporado em rotaevaporador e entdo ressuspenso em etanol P.A e
aguardou-se a total evaporacdo do etanol. Posteriormente, o extrato foi congelado e
liofilizado para a obtencéo do p6 da extracdo de prépolis vermelha, o qual foi mantido
congelado a —20°C. O po liofilizado foi entdo ressuspenso em solvente hidroalco6lico
nas concentracdes 10, 25 e 100ug/mL ja pré-determinadas por nosso grupo em estudos

prévios, para aplicacdo nos ensaios in vitro.
4.2 - OBTENCAO E CULTIVO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS:

Amostras de tecido adiposo foram obtidos de 2 pacientes entre 18 e 45 anos,
sem comorbidades, submetidos a lipoaspiracdo, 0s quais assinaram o TCLE
protocolado no CEP sob numero CAAE: 46226721.0.0000.5341. O produto do
lipoaspirado foi processado em até 24 horas apds a coleta. Este foi lavado com tampao
PBS 1x e submetido a tratamento enzimatico com colagenase do tipo | na concentracao
0,075%, por 30 minutos. Apos, a colagenase foi neutralizada com meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 2% de Penicilina/Estreptomicina
(PS). A suspensdo obtida foi entdo centrifugada. O pellet celular foi ressuspenso em
meio DMEM suplementado e plagueado em garrafas de cultura, sendo mantidas em
incubadora umidificada a 37°C e 5% de CO.

4.3 - CARACTERIZACAO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS:
4.3.1 - Analise morfoldgica das culturas celulares:

A presenca das células aderentes e a sua confluéncia foram rotineiramente
observadas em microscopio invertido de contraste de fase (Nikon, Eclipse Ts2, Japao),

durante as culturas de células-tronco.

4.3.2 - Analise imunofenotipica das células cultivadas:

45



As CTMs foram caracterizadas imunofenotipicamente utilizado os anticorpos
monoclonais anti-humanos especificos para identificar os marcadores de CTMs, tais
como CD90, CD29 e CD73, e para a confirmacgado da auséncia de marcadores de células-
tronco hematopoéticas, como CD45 e CD34 (Pharmingen, Becton Dickinson, San Jose,
CA). O 7AAD foi utilizado para permitir a avaliacdo apenas de células vivas (7- Amino
Actinomycin D) (Invitroge®, eBioscience™, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). Os
anticorpos foram incubados durante 30 minutos. Posteriormente, as células foram
analisadas em citometro de fluxo (FACSCalibur BD , Becton Dickinson), equipado
com laser de argdnio para 488 nm e laser hélio-nednio para 633 nm. O ajuste de
fluorescéncia foi realizado com auxilio dos controles isotipicos PE, FITC e APC. A
analise dos dados foi realizada com auxilio do software FlowJo versdo 10.8.1 (BD
Biosciences).

4.3.3 - Diferenciagéo celular in vitro:

Ensaios de diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica foram
realizados usando Kits de diferenciacdo (StemPro™ Chondrogenesis - Osteogenesis -
Adipogenesis Differentiation Kit, Gibco™), seguindo protocolos sugeridos pelo
fabricante. As células foram mantidas em incubadora com atmosfera umedecida a 37°

C, com 5% de CO: durante a diferenciagéo.
4.3.3.1 - Diferenciagéo osteogénica:

Foi realizado cultivo de 8 x 10* células/pogo por 2 a 3 semanas, utilizando o kit
de diferenciacdo para células-tronco. O meio foi trocado a cada 2-3 dias e as células
foram fixadas no dia 10, com 4% paraformaldeido. A deposicdo de matriz mineralizada

foi observada por coloracdo com Alizarin Red S em pH 4,2.
4.3.3.2 - Diferenciacdo adipogénica:

Foi realizado cultivo de 8 x 10* células/poco por 1 a 2 semanas, utilizando o kit
de diferenciagdo para células-tronco. O meio foi trocado a cada 2-3 dias e as células
foram fixadas no dia 16, com 4% paraformaldeido. Os adipdcitos foram discernidos por
observacao ao microscépio com contraste de fase e/ou por coloragdo com o corante Qil
Red O.

4.3.3.3 - Diferenciacgdo condrogénica:
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Foi realizado o cultivo de 8 x 10* células/pogo por 3 a 4 semanas, utilizando o
kit de diferenciacdo para células-tronco. O meio foi trocado a cada 2-3 dias e as células
foram fixadas no dia 24, com 4% paraformaldeido. A condrogénese foi demonstrada
pela coloragdo com Alcian Blue 1%.

4.4 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS MODELOS 2D E 3D:
4.4.1 — Cultura das células e producéo dos esferoides
4.4.1.1 - Cultura 2D

As células de queratindcitos (HaCat) foram adquiridas do Banco de Células do
Rio de Janeiro em 2022 e cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) com 10% de soro fetal bovino inativado e 1% de Penicilina/Estreptomicina.
As células foram mantidas em garrafas para cultura de 75cm2 em estufa a 37°C e
atmosfera umidificada com 5% de CO.. Quando as células apresentaram uma

confluéncia de 80%, estas foram plaqueadas para a realizagao dos testes.

Células tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo foram isoladas de 2
pacientes, com aprovacio pelo Comité de Etica (CAAE: 46226721.0.0000.5341). As
células foram cultivadas com meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
com 10% soro fetal bovino e 1% Penicilina/Estreptomicina. As células foram
igualmente mantidas em garrafas para cultura de 75cm2 em estufa a 37°C e atmosfera
umidificada com 5% de CO.. Quando as células apresentaram uma confluéncia de 90%,

as células foram plaqueadas e entdo foram submetidas aos demais testes.
4.4.1.2 - Cultura 3D

A produgdo dos moldes para a cultura dos esferoides foi feita através de uma
automontagem celular guiada por agarose micromoldada. Utilizou-se um modelo de
silicone estéril (MicroTissues® 3D Dish®, Sigma) para fabricar a agarose
micromoldada projetada para cultivo em placas de cultura de 12 pocos. Através deste,
foi realizada a moldagem de microinsergdes no hidrogel. Esse processo resultou em um

total de 81 microinsergdes aptas para producdo de esferoides.
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Para a producdo do hidrogel de agarose utilizada na producdo dos moldes,
utilizou-se uma solucdo de agarose 2% em salina. Essa solucdo foi adicionada nos
moldes de silicone até total preenchimento dos mesmos até a polimerizacdo do gel. A
agarose micromoldada foi desenformada em placas de 12 pocos. Apds a total
polimerizacdo e 0 molde incluso na placa, foi adicionado meio DMEM para o equilibrio
do hidrogel de agarose. Os micromoldes foram incubados durante 24 horas em estufa
com atmosfera umidificada a 37°C e 5% de CO,. Esse processo foi repetido antes do
plagueamento com o meio de cultura utilizado para o cultivo dos esferoides.

As celulas HaCat e CTM foram isoladamente semeadas em placas de 12 pocos
devidamente preparadas com os hidrogéis micromoldados para esferoides na
concentracdo de 2x108 células por poco. As células foram mantidas em estufa a 37°C

e atmosfera umidificada com 5% de CO-.

Apbs 72 horas de incubacdo, os esferoides foram tratados com diferentes
concentragdes de extratos de propolis vermelha (10, 25 e 100ug/mL) durante 24 horas,

72 horas e 168 horas, e entdo foram submetidas aos testes subsequentes.

4.4.2 — Irradiacdo UVA in vitro

Apbs confluéncia de 70% para as culturas 2D ou formacdo dos esferoides para
as culturas 3D, as células foram irradiadas utilizando lampada UVA (BLB-T5,
LUCMAT) para calcular a curva de sensibilidade das duas linhagens celulares, para
determinacdo do tempo de exposicdo dessas células e a dosagem final. Com isso, as
duas linhagens de células foram irradiadas durante 120 minutos, com uma distancia de
20 cm entre a fonte de luz e a amostra bioldgica em placas de cultura, que emitiu
radiacdo na faixa de 365 nm em uma dosagem final de 3,4J/cm2. As células foram
tratadas com as diferentes concentracGes de extratos da propolis vermelha, levando em
consideracdo relaces de tempo e concentragdes pré-estabelecidas pelo nosso grupo em
testes anteriores, (10, 25 e 100 pg/mL durante 24, 72 horas e 7 dias), antes da exposicao
a irradiacdo. Apos a irradiacdo, o meio de cultura foi trocado e entdo as celulas
permaneceram mais 24 horas a 37°C e 5% de CO>. Passado esse periodo, as analises

foram realizadas.
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4.4.3 — Teste in vitro de fototoxicidade da prépolis vermelha

Esse teste foi realizado seguindo uma metodologia ja descrita (OECD, 2004).
Para cada teste, as células foram semeadas de forma idéntica em duas placas separadas
que foram entéo cultivadas simultaneamente ao longo de todo o procedimento de ensaio
em condicdes de cultura idénticas, exceto no periodo em que uma das placas € irradiada
(+ Irr) e a outra é mantida no escuro (-Irr). A intensidade da radiacdo UV (irradiancia)
foi verificada antes de cada teste de fototoxicidade, utilizando um luximetro digital na
faixa de UVA. As células foram verificadas quanto a sensibilidade a fonte de UVA,
avaliando sua viabilidade apds a exposicdo a doses crescentes de irradiagdo. A
viabilidade celular foi entdo determinada apds 24 horas usando o teste de absor¢do do

XTT em espectrofotbmetro.

4.4.4 - Ensaio de viabilidade/proliferacéo celular

O cell proliferation kit Il (XTT, Sigma Aldrich, US) foi usado para a
quantificacdo espectofotométrica ndo radioativa da proliferacdo celular e viabilidade na
populacdo de células. Resumidamente, as células e esferoides foram cultivados durante
24, 72 e 168h, respectivamente, e a solucdo de XTT foi adicionada. Apds, as placas
foram incubadas por 4h. A absorbéancia do corante formado a partir da converséo do sal
de tetrazolio XTT por células metabolicamente ativas, foi lida em espectrofotdmetro
nos comprimentos de onda de 450 nm (usando 650 nm como referéncia). A viabilidade
é calculada usando a seguinte férmula: (A450-A650) das células testadas x100/(A450-

A650) das células do controle.

4.4.5 — Ensaio de avaliagdo de apoptose celular

A deteccdo de eventos apoptoticos foi avaliada pela deteccdo direta de
imunofluorescéncia por citometria de fluxo. Apos as células serem semeadas e tratadas
conforme os testes anteriores, as células foram coradas com iodeto de propidio
utilizando o Annexin V FITC Apoptosis Detection Kits (Invitroge®, eBioscience™,
Thermo Fisher Scientific Inc., EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os
grupos de controle positivo foram tratados com DMSO 10%. O controle negativo foi

tratado com meio de cultivo. As células foram entdo incubadas com o kit e em seguida
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analisadas por citometria de fluxo usando um citémetro de fluxo BD FACSCalibur
(Becton Dickinson) e entdo calculada sua porcentagem de corpos apoptaticos. Os dados
foram coletados pelo CellQuest Pro Software (BD Biosciences) e analisados usando
FlowJo (TreeStar, Inc). Todos os procedimentos experimentais foram realizados em

triplicata.

4.5 - ANALISE ESTATISTICA

Para cada grupo de resultados, testes estatisticos apropriados foram empregados
para avaliar o nivel de significancia alcancado, de acordo com a metodologia
empregada, utilizando o programa estatistico Prism GraphPad (versdo 5 — San Diego,
CA, USA). Os valores foram expressos como média, desvio padrdo, valores maximo
e minimo. A comparagdo das medias foi realizada por anélise de (ANOVA). O nivel
de significancia adotado no estudo foi de 5% (p<0.05).

5. RESULTADOS

5.1 Analise morfoldgica

No periodo inicial do cultivo das células-tronco, estas apresentaram-se com
morfologia heterogénea com varios formatos distintos, dentre eles planas, estreladas,
triangulares e alongadas. Apo6s 16 dias de cultivo, as células mostraram morfologia
relativamente homogénea, com citoplasma amplo e nucleos grandes contendo varios
nucléolos. Seu fenotipo era semelhante a fibroblastos. As células foram observadas e

fotografadas usando microscopia invertida (Figura 8).
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Figura 8: Morfologia celular das CTDAs apds 8 dias de incubagdo em cultivo (A) e apds 16 dias de
incubacdo (B) e ap6s 22 dias (C).

5.2 Analise imunofenotipica

A analise com citometria de fluxo de marcadores mesenquimais e
hematopoiéticos foi realizada para caracterizar o fenotipo das CTMs. A analise de
classificacdo de células ativadas por fluorescéncia (FACS) foi realizada em 2 culturas
primarias de células, adquiridas de 2 pacientes diferentes, conforme os critérios de
inclusdo para coleta do material bioldgico.

Os marcadores de superficie celular que foram usados para confirmar as CTDAs
foram CD90, CD73 e CD29 como marcadores positivos e CD45, CD34 como
marcadores negativos. O pico singleto e nitido nos graficos mostra que havia uma Unica
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populacéo de células. Os marcadores positivos e negativos apresentaram singleto e pico
agudo. No entanto, a amostra e 0 pico isotipico de alguns marcadores se sobrepuseram,
diminuindo a porcentagem (%). As células mortas foram excluidas da analise por meio
da marcacdo com 7AAD (Figura 9).
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Figura 9: Analise por citometria de fluxo de células-tronco derivadas do tecido adiposo de 2 pacientes.
Os graficos mostram a sobreposi¢do do controle isotipico e marcador, em que o controle esta
representado em vermelho e as células marcadas com anticorpos estdo representadas em azul. A barra
representa a percentagem de células positivas para cada marcador pesquisado. A analise FACS foi
realizada para marcadores mesenquimais CD29, CD90, CD73 e marcadores hematopoiético CD45,
CD34.

As células-tronco derivadas de tecido adiposo apresentaram caracteristica
morfoldgica fibroblastoide e imunofenotipica de células-tronco mesenquimais e foram
positivos para CD90, CD73 e CD29 e negativos para marcadores hematopoiéticos
CD45 e CD34. Usando este conjunto definido de marcadores de superficie celular, as
CTDAs de pacientes eram fenotipicamente similares nas duas linhagens saudaveis

testadas conforme porcentagens apresentadas na tabela 2.

Tabela 2: Porcentagens de marcacdo de antigenos com valores positivos de linhagens de células tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo analisadas por citometria de fluxo. Dados expressos em MD
e DP em duplicatas.

Marcadores CD Resultado (%)
Positivos

CD29 98,8+0,2
CD73 97,5+2,3
CD90 91,6+7,8
Negativos

CD 34 0,5+0,66

CD 45 0,1+0,03

5.3 Diferenciacéo celular in vitro

As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo foram avaliadas
quanto sua capacidade de diferenciagdo em distintos tipos de linhagens mesenquimais.
Trés linhagens de CTDA foram cultivadas em monocamadas por 7 dias em meio

adipogénico, 14 dias em meio osteogénico e 21 dias em meio condrogénico.

Ao aplicar os kit de diferenciagdo adipogénica, osteogénica e condrogénica
(StemPro™ Chondrogenesis - Osteogenesis - Adipogenesis Differentiation Kit,
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Gibco™), as células apresentaram goticulas lipidicas intracelulares acumuladas e
vacuolos de gordura, conforme revelado pela coloracdo Oil Red O, caracteristicas da
diferenciacdo adipogénica. Também apresentaram precipitados de célcio na matriz
extracelular, que foram identificados pela coloracdo com Alizarin Red, caracteristica
da diferenciacdo osteogénica. No processo de diferenciacdo condrogénica a matriz
extracelular rica em glicosaminoglicanos e a sintese de proteoglicanos foi visualizada
por coloracdo com Alcian Blue. Os resultados encontrados indicam que essas células
podem se diferenciar em adipdcitos, osteoblastos e condroblastos como mostram as
figuras 10 e 11. As CTMs sdo capazes de se diferenciar em células de linhagem

mesodérmica como adipdcitos, osteoblastos e condrocitos in vitro e in vivo.
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Figura 10: Diferenciacdo das células tronco derivadas do tecido adiposo (CTDA) - Linhagem 1. A -
CTDAs diferenciadas em tecido condrogénico e colora¢do Alcian Blue, aumento 100x. B- Controle
negativo CTDA. C- CTDA diferenciadas em tecido ésseo e coloragdo Alizarin Red S, aumento 100x. D-
Controle negativo CTDA. 7E- CTDA diferenciadas em tecido adiposo, presenca de goticulas lipidicas
em seu citoplasma, aumento 100x. F- Controle negativo.

Figura 11: Diferenciacdo das células tronco derivadas do tecido adiposo (CTDA) - Linhagem 2. A-
CTDA diferenciadas em tecido condrogénico e coloragdo Alcian Blue, aumento 100x. B- Controle
negativo CTDA. C- CTDA diferenciadas em tecido ésseo e coloragdo Alizarin Red S, aumento 200x. D-
Controle negativo CTDA. E- CTDA diferenciadas em tecido adiposo, presenca de goticulas lipidicas em
seu citoplasma, aumento 200x. F- Controle negativo.
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5.4 Cultivo 3D

O cultivo celular tridimensional foi realizado com ambas linhasgens celulares
utilizando o molde MicroTissues® 3D Petri Dish® micro-mold spheroids size L, 9x9
array, no qual foi plaqueado um in6culo de 2x108 células por molde, totalizando, apos
3 dias de crescimento, 81 esferoides. No primeiro dia de plagueamento as células se
agruparam nos micropogos, e apos 24 horas a juncdo celular se tornou mais evidente, 0
que provocou a formacédo de um halo vazio ao redor do esferoide e a presenca de uma
fina demarcacéo circundando a massa celular.

Figura 12: Imagens microscépicas da producdo de esferoides onde: (A) Agarose micromoldada antes
do plagueamento e (B) moldes de agarose recém semeados com células.

Os esferoides de CTMs foram produzidos com éxito. Percebe-se que 24 horas
apos a semeadura das células nos micromoldes de agarose ja é possivel visualizar os
esferoides bem formados, os quais permanecem dessa forma por até 72 horas, como

pode ser visualizado na Figura 13.

Figura 13: Analise morfoldgica dos esferoides apds 24 horas (A), 48 horas (B) e, 72 horas (C) do

plagueamento das células nos moldes de microagarose.
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Figura 14: Esferoides j& formados ap6s 72 horas de cultivo. A- esferoides em suspensdo prontos para

serem visualizados; B- microscopia de fluorescéncia marcado com Hoescht 33342.

Na Figura 14B, os nucleos celulares de CTMs marcados com 0 corante
fluorescente Hoescht 33342 sdo facilmente visualizados, demonstrando a grande
quantidade de células presentes no esferoide.

Os esferoides de HaCat foram formados a partir do indculo de 2x10° células
plagueadas no micromolde de agarose previamente moldado. A figura 15 evidencia

esferoides de células com e sem coloracdo de DAPI.
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Figura 15: Esferoides formados por células HaCat. A- microfotografia do esferoide sem o uso de

corantes. B- microfotografia apds coloracéo por DAPI.

5.5 Fototoxicidade in vitro

A figura 16 mostra os resultados obtidos em 2 linhagens diferentes no estudo de
pré-validacdo de sensibilidade das linhagens celulares HaCat e CTDA a irradiacdo
medida na faixa UVA. As células foram irradiadas em diferentes tempos e as curvas do
grafico mostram as células com tolerncia de irradiacdo aceitavel. A partir dos
parametros da figura 17, foi definida a maior dose de irradiacdo néo citotdxica de 3,4
J/lcmz (linha vertical), considerando a viabilidade celular observada das linhagens apds
2h de exposicéo a radiagdo. A viabilidade celular foi mensurada pela absorbancia do
sal tetrazdlio (XTT) que se correlaciona diretamente com o nimero de células viaveis,

que esta representada na figura em porcentagem (%) acima de 90%.
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Figura 16: A sensibilidade de células HaCat (preto) e células tronco mesenquimais (vermelho) a
irradiacdo utilizada no ensaio de validagcdo do Teste de Fototoxicidade. Os valores aceitaveis em

percentual foram estabelecidos para ambas as linhagens em acima de 90% ap6s 2h de exposicdo a UVA.

Para esse ensaio, 0 teste atende aos critérios de qualidade se os controles de
tratamento irradiado mostrarem uma viabilidade celular de mais de 80% quando
comparados com o controle ndo irradiado. Um produto quimico fototoxico conhecido
padrdo deve ser testado com cada teste de fototoxicidade in vitro. A clorpromazina
(CPZ) é recomendada como controle positivo. A CPZ foi testada com o protocolo
padréo adaptado para as linhagens HaCat e CTM no teste de fototoxicidade in vitro e
foram definidos os seguintes critérios de aceitacdo do teste: CPZ irradiado (+ Irr): 1Csg
=0,1a2,0g/mL; CPZ ndo irradiado (-Irr): ICso = 7,0 2 90,0g/mL, segundo metodologias
propostas pela Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD,
2004).

Foi testada e calculada a concentracdo na qual a viabilidade celular foi reduzida
em 50% (ICsp). Um fator fotoirritante (Photo-Irritant Factor - PIF; 1Cso) de 5,0 ou mais
é indicativo de um composto com potencial fototdxico; um PIF menor que 5,0 e maior

que 2,0 € indicativo de um composto com provavel potencial fototoxico; e um PIF
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inferior a 2,0 € indicativo de um composto sem potencial fototdxico. Os critérios de

potencial fototoxico sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Critério de classificacdo de fototoxicidade proposta pela OECD 432 Guidelines, 2004
(Organisation for Economic Co-operation and Development) segundo um fator fotoirritante (Photo-
Irritant Factor — PIF)

Variagdo PIF Classificagdo
PIF <2 Potencial ndo fototdxico
2<PIF<5 Provavel potencial fototdxico
PIF>5 Potencial fototdxico

PIF = Photo-Irritant Factor

Para cada ensaio de fototoxicidade, a absorcdo do XTT das células ap6s o
tratamento com o controle positivo de clorpromazina foi determinada na presenga (+1rr)
e auséncia (-Irr) de irradiacdo. Os critérios de aceitacdo para o controle positivo
clorpromazina e controle negativo sdo mostrados na Tabela 4. Os resultados obtidos

estdo dentro dos valores estabelecidos para controle positivo.

Tabela 4: Valores da Clorpromazina testadas nas linhagens de CTDA e HaCat.

Célula-tronco

Controle Métrica Valor de Referéncia Composto  Valor Mensurado
Valor ndao-irradiado (1C50) 7,0 -90,0pg/mL 7,305ug/mL
Controle Positivo Valorirradiado (1C50) 0,1-2,0pg/mL Clorpromazina 0,206ug/mL
PIF {IC50 -Irr/ IC50 +irr) =g 36,46
HaCat
Controle Métrica Valor de Referéncia Composto  Valor Mensurado
Valor ndo-irradiado {1C50) 7,0 -90,0pg/mL 12,57pug/mL
Controle Positivo Valorirradiado (1C50) 0,1- 2,0pg/mL Clorpromazina 0,270pg/mL
PIF {IC50 -lrr/ IC50 +lrr) =5 46,55

De acordo com as diretrizes da OECD, as concentragdes de extrato de propolis
vermelha testadas ndo apresentaram potencial fototoxico quando comparadas com o

controle positivo (CPZ).

5.6 Irradiagéo UV e viabilidade celular

As duas linhagens de células foram tratadas por 24, 72 e 168 horas com

concentragdes crescentes de extratos de propolis vermelha e entdo foram expostas a
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radiacdo UV A por 120 minutos. Apos um periodo de 24 horas de recuperacéo, realizou-
se aanalise de XTT a fim de verificar a viabilidade das células. Os tempos determinados
para os testes foram estabelecidos a partir de ensaios ja realizados e amplamente
estudado por nosso grupo de pesquisa utilizando extrato da propolis vermelha. Segundo
a 1SO 10993-5, um material desencadeia efeitos citotdxicos quando provoca uma
reducdo da viabilidade celular superior a 30% no periodo de 24 horas. Ao comparar 0s
resultados de viabilidade celular das concentragdes testadas com a classificacdo dos
padrBes internacionais de avaliagdo para dispositivos médicos, foi possivel observar
gue somente a concentracdo de 100ug/mL apresentou efeito citotoxico para as células
HaCats e CTDAs em ensaios 2D, enquanto o ensaio 3D apresentou baixa ou henhuma
citotoxicidade durante as primeiras 24 horas, mostrando uma reducdo da viabilidade
celular somente nos tempos de 72 e 168 horas de tratamento (Figuras 17 e 18). Nos
diferentes tempos avaliados, observou-se que a viabilidade se manteve acima de 80%
nas concentragdes mais baixas (até 25 pug/mL) para as células testadas, em todos os

periodos de anélise.
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Figura 17: Efeitos de extrato da propolis vermelha sobre células HaCat. Comparagédo

entre

concentracdes com irradiacdo UV A positiva (Irr+) e irradiacdo negativa (Irr-) e controles sem tratamento

(cc-). As células foram irradiadas por 2 horas com 3,4J/cm3. A- Comparacdo dos efeitos de extratos da

propolis vermelha na linhagem HaCat no ensaio 2D nos 3 tempos testados. B- Comparacéo dos efeitos

de extratos da prdpolis vermelha na linhagem HaCat no ensaio 3D nos 3 tempos testados. Observa-se
uma maior resisténcia do modelo 3D. Teste ANOVA seguido do teste de Tukey expressa valores como

médias + DP e analise estatistica (* p <0,05 quando comparado ao controle da analise no tempo

correspondente).
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Figura 18: Efeitos de extrato da propolis vermelha sobre CTMs. Comparagdo entre concentragdes com
irradiacdo UVA positiva (Irr+) e irradiacdo negativa (Irr-) e controles sem tratamento (cc-). As células
foram irradiadas por 2 horas com 3,4J/cm3. A- Comparagao dos efeitos de extratos da propolis vermelha
nas CTDAs no ensaio 2D. B- Comparagdo dos efeitos da prdpolis nas CTDAs no ensaio 2D. C-
Comparacao dos efeitos de extratos da propolis vermelha nas CTDAs no ensaio 3D. Teste ANOVA
seguido do teste de Tukey expressa valores como médias + DP e andlise estatistica (* p <0,05 quando

comparado ao controle da analise no tempo correspondente).

Como pode-se observar na figura 18A, na linhagem de células HaCat no cultivo
2D nos tempos de tratamento com extratos de propolis vermelha testados, nédo
apresentou diferenca expressiva na viabilidade das células, frente ao grupo controle
(também exposto a irradiacdo UVA, mas sem tratamento com extratos de propolis
vermelha). O grupo em que utilizou 100 pg/mL de propolis vermelha obteve uma
reducdo frente aos outros grupos tratados com extratos. Percebe-se também um declinio
na viabilidade celular nas concentracdes de 25 pg/mL e 100 pug/mL conforme o
aumento do tempo de tratamento. J& na figura 18B, na cultura 3D da linhagem HaCat,
observa-se uma resisténcia da linhagem celular para a concentragdo mais alta (100
pg/mL) além de um leve aumento proliferativo das células nas concentracGes mais

baixas (10 pg/mL e 25 pg/mL) em comparagdo ao grupo controle.

Analisando a Figura 19A pode-se perceber que a linhagem de CTM manteve a
viabilidade na faixa dos 100% nas concentra¢fes mais baixas (10 pg/mL e 25 pg/mL).
Em contrapartida, a concentracdo de 100 pg/mL apresentou uma morte celular
consideravel. E importante ressaltar a presenca de proliferacdo celular especialmente
apos a irradiacdo das células mesenquimais. Entretanto, na Figura 19B é possivel
visualizar que as células tratadas com concentra¢Ges de prépolis vermelha no ensaio
3D mantiveram uma resisténcia maior em comparacdo ao ensaio 2D, mantendo-se
semelhante ao grupo controle. Apesar da reducdo da viabilidade na concentracdo de
100 pg/mL, também foi possivel verificar a diferenca significativa na proliferacdo e/ou
resisténcia das células apos a irradiagio UVA. Os extratos de propolis com
concentragdo maior (100 pg/mL), tiveram um efeito deletério sobre as células.
Ressalta-se que em concentracGes iguais ou abaixo de 25 pg/mL parece haver um efeito
protetor dos extratos de propolis vermelha, demonstrado pela viabilidade celular
mantida e, ap0s a exposicao a irradiacdo UVA, as células apresentaram proliferacdo

celular.
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Outro aspecto que pode ser ressaltado no ensaio de irradiacao e citotoxicidade
celular, considerando a exposicdo a radiagdo UVA no periodo testado, observou-se
reducdo da viabilidade celular em ambos os tipos celulares, ao comparamos irradiacao
negativa com a positiva nos ensaios 3D, enquanto nos ensaios 2D o padréo foi
visualizado somente no controle e na concentracdo mais baixa (10 pg/mL). A
viabilidade celular em todas as concentracdes foi superior quando houve a exposicao

das células em doses de 3,4)/cm3.

5.7 Avaliacao de apoptose celular

A apoptose é um processo essencial para a eliminacédo de células defeituosas,
promovendo a manutencgdo das replicagdes celulares. A condensacdo do nucleo é uma
das caracteristicas das células em apoptose. A apoptose pode ser visualizada por
marcacdo do ndcleo em microscopia ou por deteccdo de corpos apoptéticos por
citometria de fluxo, como avaliado neste estudo (figura 19). Apds a delimitacdo da
concentragdo alvo (10 pg/mL), levando em consideragdo os melhores resultados
obtidos, a concentracdo de 25ug/mL foi excluida da analise. Células apoptdticas
positivas para anexina V podem ser visualizadas nos quadrantes superiores e células
em necrose positivas para anexina e Pl no quadrante inferior direito. Os resultados
indicam uma tendéncia para formacdo de células em necrose em concentracdo de
extrato de propolis vermelha a 100 pg/mL.

A irradiacdo UVA pode ser entendida como um causador de estresse oxidativo,
que promove a inducdo de apoptose celular. No entanto, o pré-tratamento com 10
pg/mL de propolis antes da irradiagdo UVA resultou em protecdo contra a apoptose de
células HaCaT e CTDAs induzida por UVA (Figuras 20 e 21).
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Figura 19: Imagens representativas das analises de apoptose e necrose utilizando Anexina V e lodeto de
Propideo em citometria de fluxo com as linhagens HaCat e CTDA. Células apoptoéticas positivas para
anexina V podem ser visualizadas nos quadrantes superiores e células em necrose positivas para anexina
e PI no quadrante inferior direito. CC- representa controle negativo sem tratamento e CC+ representa o

controle posifico com DMSO 10%.

Contudo, ainda pode-se observar uma resisténcia e protecdo ainda mais evidente
nos ensaios 3D quando comparadas as linhagens durante o tratamento em ensaios 2D.
Ambas as linhagens tratadas com extratos de prdpolis vermelha ndo apresentaram um
significativo aumento de células apoptoticas ou necréticas ao comparar com o controle
de células sem tratamento. Um aumento em eventos de morte celular, principalmente
para apoptose e necrose, € evidente na concentracdo mais alta (100 pg/mL) em todos
0s tempos testados (Figuras 20 e 21).
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Figura 20: Efeitos de extrato da propolis vermelha na inducéo de apoptose e necrose celular em ensaios

de citometria de fluxo. Comparagéo entre concentragdes com irradiacdo UVA positiva (Irr+) e controles
sem tratamento irradiados (CC+) e sem irradiagdo (CC-). As células foram irradiadas por 2 horas com
3,4J/cm3 apds o tratamento. A- Comparacgdo dos efeitos da prépolis na linhagem HaCat no ensaio 2D nos
3 tempos testados. B- Comparagdo dos efeitos da propolis nana linhagem HaCat no ensaio 3D nos 3
tempos testados. Teste ANOVA seguido do teste de Tukey expressa valores como médias = DP e analise
estatistica (* p <0,05 quando comparado ao controle da anélise no tempo correspondente).
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Figura 21: Efeitos de extrato da propolis vermelha na inducdo de apoptose e necrose celular.
Comparacdo entre concentragcBes com irradiacdo UVA positiva (Irr+) e controles sem tratamento
irradiados (CC+) e sem irradiagdo (CC-). As células foram irradiadas por 2 horas com 3,4J/cm3 ap6s o
tratamento. A- Comparacéo dos efeitos de extratos da propolis vermelha nas CTDASs no ensaio 2D nos
3 tempos testados. B- Comparacdo dos efeitos de extratos da prépolis vermelha nas CTDAS no ensaio
3D nos 3 tempos testados. Teste ANOVA seguido do teste de Tukey expressa valores como médias +

DP e analise estatistica (* p <0,05 quando comparado ao controle da analise no tempo correspondente).

Ressalta-se que mesmo a irradiacao ultravioleta-A sendo considerado um fator
estressante e potencialmente indutor de morte celular, na concentragcdo de 10 pg/mL
ndo pode-se observar quantidade consideravel de células em apoptose ou necrose,

promovendo uma protecdo dessas células contra o fator estressor.

6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que as células tronco derivadas de tecido adiposo
apresentaram inicialmente morfologia heterogénea com varios formatos distintos,
dentre eles planas, estreladas, triangulares, mas que apds alguns dias de cultura e
algumas replicagdes, estas passaram a ter uma morfologia mais homogénea,
apresentando caracteristicas alongadas. De acordo com Lotfy et al. (2014), a morfologia
de CTDAs em sua condicdo de cultura padrdo mostra-se semelhante a fibroblastos e
em formato fusiforme. O tempo de replicacdo entre doadores foi variavel. Porém, pode
haver uma diferenca no tempo de replicacdo celular devido a passagem celular e

variacao genética dos doadores (Barlian et al., 2018).

Um desafio técnico na caracterizacdo das CTMs é que ndo had um marcador
positivo consistente e definitivo. H4 uma gama ampla de marcadores positivos
descritos, mas cada grupo de investigadores usa diferentes marcadores, nenhum deles
especifico ou exclusivo. Talvez as diferencgas entre os estudos possam ser atribuidas a
variagdes nos métodos de cultura ou ao estdgio de diferenciagdo das células. De
qualguer modo, sem marcadores definidos, os estudos in vitro das linhagens celulares
perde em fatores comparativos (Bydlowski et al., 2009). Neste estudo, as células
isoladas de lipoaspirado foram testadas por citometria de fluxo e apresentaram

marcagdes positivas para os CDs positivos utilizados (CD90, CD73 e CD29), com
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variacdes devido a baixa fluorescéncia de um dos anticorpos. O mesmo conjunto de
células marcou negativo para 0os CDs negativos utilizados (CD34 e CD45). A literatura
parece mostrar um consenso quanto as CTM humanas adultas ndo expressam 0s
marcadores hematopoéticos CD45 (marcador de todas as células hematopoéticas),
CD34 (um marcador de célula-tronco hematopoética primitiva, raramente expressa em
CTMs humanas, apesar de ser positiva em camundongos). Expressam niveis variaveis
CD73 (ecto-5"-nucleotidase), CD90 (Thy-1), assim como a moléculas de adesdo CD29.
Estes sdo alguns dos marcadores expressos ou néo, descritos em literatura (Liu, Zhuge
e Velazquez, 2009). Para que a caracterizacao das células tronco mesenquimais esteja
enquadrada nos protocolos da literatura, as amostras devem expressar marcadores
positivos superiores a 90% da populagéo celular, enquanto os marcadores negativos
devem estar abaixo de 2% (Dominici et al., 2006). O resultado apresentado neste estudo
mostrou que as CTMs expressaram porcentagens de marcadores aceitas pelos critérios

determinados.

Foi realizada a caracterizacao por citometria de fluxo e foi demonstrado que as
CTMs mostraram expressdo baixa ou negativa para todos os marcadores de células
hematopoiéticas. Os resultados coincidem com os observados por Jin S, et al. (2015) e
atendem aos critérios de classificacdo para CTM de acordo com a International Society
for Cell & Gene Therapy (ISCT) e da International Federation for Adipose Therapeutics
and Science (IFATYS).

Nesse trabalho, todas as amostras de CTMs apresentaram capacidade de
diferenciacdo para tecido osteogénico, adipogénico e condrogénico de forma bem
estabelecida, conforme critério de aceitacdo ja descrito em literatura. Os resultados
encontrados vao de acordo com os apresentados por Neybecker P. et al., (2020) e
Pittenger MF. et al., (1999). A identificacdo das CTMs baseadas em suas caracteristicas
morfoldgicas e a capacidade das células em formar estes trés tipos celulares é o Unico
critério disponivel para identificar CTMs genuinas e diferencia-las de preosteoblastos,
preadipdcitos ou precondrdcitos, que ddo origem somente ao tipo celular pré-
determinado. Mas também teriam o potencial de diferenciacdo endodérmico e
neuroectodérmico (Bydlowski et al., 2009; Kolf, Cho e Tuan, 2007).

Estudar as interagdes entre células e potenciais tratamentos in vitro é de grande

importancia para a determinacgéo das propriedades bioldgicas sua aplicacdo em diversos
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processos, como exemplo pode-se destacar o tratamento para feridas de queimaduras e
regeneracdo tecidual. Além disso, 0 uso topico de um potente agente antimicrobiano,
anti-inflamatorio e regenerador a base de extratos de propolis brasileira torna-se uma
alternativa vantajosa durante o processo de regeneracdo tecidual, uma vez que as
infeccdes sdo responsaveis por 75% das mortes em pacientes com lesfes cutaneas. Com
isso, a investigacdo da viabilidade celular das células irradiadas com UVA e tratadas
com propolis apresentam um resultado promissor. A prépolis vermelha € alvo de
diversos estudos do nosso grupo, com a fnalidade de comprovar seu potencial em
tratamentos celulares. Esta se demonstrou ser promissora e eficaz na busca de

tratamentos para regeneracao celular e tecidual.

O fato de que a radiacdo UVA ser pouco absorvida pelos nucleotideos
canonicos, causa muito menos danos diretos ao DNA do que o UVB. No entanto, a
UVA ainda pode ser absorvida por outros cromdforos celulares, gerando espécies
fotoexcitadas como oxigénio singleto, bem como radicais livres, e consequentemente
causando danos oxidativos nas células (Schuch et al., 2017; Baier et al., 2006). A
irradiacdo UVA aumenta a liberacdo de fatores inflamatérios, incluindo IL10 a partir
de células de queratindcitos (Schneider et al., 2017). Nesse contexto, as células do
presente estudo foram irradiadas sob as mesmas condi¢Ges durante diferentes tempos,
a fim de determinar qual a maior poténcia de irradiacdo UVA sem diminuir a

viabilidade das células abaixo de 90% das duas linhagens testadas.

Com isso, segundo metodologias propostas pela Organisation for Economic Co-
operation and Development (OECD, 2004), entende-se o um tratamento alvo, com
extratos da prépolis vermelha atende aos critérios de qualidade se os controles do
tratamento irradiado mostrarem uma viabilidade acima de 80% quando comparados
com o controle ndo irradiado. Com base nos testes realizados, os extratos da propolis
vermelha testados ndo apresentaram fototoxicidade nas células durante o periodo de
tempo testado.

O equilibrio da epiderme depende da capacidade proliferativa e de diferenciagédo
dos queratindcitos, que sao o principal tipo celular desta camada da pele e estdo em
constante renovagdo. Embora a acdo do UVB na epiderme seja bem definida, os
mecanismos celulares induzidos pelo UVA subjacentes as alteragdes epidérmicas

durante o fotoenvelhecimento ndo sdo tdo bem compreendidos (Fitsiou et al., 2020).

69



O ensaio de fototoxicidade in vitro foi utilizado para identificar o potencial
fototdxico induzido por uma substancia excitada apos exposicéo a luz. O teste avalia
foto-citotoxicidade pela reducdo relativa na viabilidade de células expostas ao
tratamento na presenca versus auséncia de luz. Entende-se que as substancias
identificadas por este teste sejam fototdxicas também in vivo, ap0s aplicacdo sistémica
e distribuicdo na pele, ou apos aplicacao tépica (OECD, 2004).

Para que esse teste seja comprovado, é necessaria a utilizacdo de um composto
fototoxico conhecido para controle. A Clorpromazina (CPZ) é recomendada pela
OECD. O espectro de acdo UV do CPZ in vivo se estende de 330 nm a 380 nm. A
reacao fototoxica in vitro é independente do oxigénio. Apds a irradiacdo ultravioleta, o
CPZ forma um radical livre estavel, e foi proposto que este préprio radical ou seus
produtos de polimerizacdo sejam responsaveis pela acdo fototoxica (Hunter, Bhutani e
Magnus, 1970; Kochevar e Lamola, 1979; Forrest, Forrest e Berger, 1958). A
Clorpromazina foi utilizada durante a realizacdo destes ensaios, a fim de comprovar o
seu efeito fototdxico e, assim, mensurar a fototoxicidade das células apds exposicédo a
prépolis vermelha. Sendo assim, os testes realizados com a CPZ demonstraram que 0s
resultados obtidos sdo compativeis para a utilizacdo da CPZ como controle positivo.

Foi demonstrado que doses altas de UVA induzem apoptose em queratindcitos
epidérmicos, mas até o momento o impacto de baixas doses de UVA no
fotoenvelhecimento epidérmico ndo foi bem caracterizado (Fitsiou et al., 2020; Assefa
et al., 2005). Apds irradiar as células com doses de 3,4J/cm2, através da marca¢do com
XTT, nos testes realizados com extratos da propolis vermelha demonstraram uma
viabilidade superior a 80% nas concentra¢des de 5ug/mL, 10ug/mL e 25ug/mL. Este
resultado é ainda mais significativo quando comparados entre células expostas e ndo
expostas a irradiacdo UVA. Pdde-se perceber que em algumas concentracdes de
extratos da prépolis vermelha testadas, apds a irradiacdo, houve uma viabilidade
superior em comparacéo as células néo irradiadas. Este fator pode estar relacionado a
uma resisténcia maior dessas células e/ou a proliferacdo dessas celulas apds a exposicao
a irradiacdo UVA. Segundo Assefa e colaboradores (2005), as celulas viaveis
desenvolvem uma série de mecanismos para neutralizar os danos ao DNA causados por
estressores ambientais, incluindo a luz UV. Isso sugere que as ceélulas irradiadas
possivelmente ativaram mecanismos de defesa celular, para evitar a morte das células

que sofreram danos. Ainda assim, as células tratadas com as concentra¢des mais baixas
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de extratos da propolis vermelha (10pug/mL) demonstraram ser potencialmente
protetoras para as linhagens testadas.

A exposicdo da pele aos raios UVA aumenta os niveis celulares de espécies
reativas de oxigénio gerados por processos fotossensibilizadores, que tém sido
associados a apoptose e ao dano de proteinas celulares, lipidios e polissacarideos, e
também pode indiretamente causar danos estruturais ao DNA (Syed et al., 2006;
Andreassi e Andreassi, 2004; Pillai et al., 2005). Estudos prévios também
demonstraram que os flavonoides (incluindo flavonas, flavonoides, flavanonas e
diidroflavonois) e varios é&cidos fendlicos (principalmente 4acidos cinamicos
substituidos e seus ésteres) sdo 0s constituintes ativos mais importantes da propolis
vermelha, possuindo atividades antioxidantes potentes e tém comprovada capacidade
de remover (ou desativar) radicais livres, além de serem capazes de proteger lipidios e
vitamina C de serem destruidos no processo oxidativo (Moreno et al., 2000; Kumazawa,
Hamasaka e Nakayama, 2004; Banskota et al., 2001; Mohammadzadeh et al., 2007
Wojtunik-Kulesza et al., 2016, Attia et al., 2012; Frozza et al., 2013).

As concentragdes mais baixas (5ug/mL, 10ug/mL ¢ 25ug/mL) dos extratos de
prépolis vermelha apresentaram também um aumento significativo da proliferacdo
celular nas linhagens testadas, demonstrando um efeito protetivo da prépolis nas células
irradiadas. Os resultados obtidos coincidem com os resultados demonstrados por Kim
e Yoo (2016), em que extratos da prépolis vermelha em concentragdes até 10ug/mL
possuem efeitos protetivos em ensaios in vitro, podendo prevenir a disfungéo

mitocondrial de células HaCaT irradiadas com UVA.

E importante ressaltar que nas duas linhagens celulares avaliadas neste estudo
foi observado que a viabilidade e sobrevivéncia celular se manteve superior a mesma
condicdo sem irradiacdo. Estudos realizados por Liu e colaboradores (2012)
demonstram que doses baixas de UVA (7,2)J/cm?) foram denominadas como uma
dosagem que néo afeta a morfologia e o crescimento de células. Os mesmos autores
sugerem que baixas doses de radiacdo UVA podem induzir uma resposta adaptativa
protegendo as células de danos subsequentes de dosagens letais de UVA. Durante muito
tempo, os UV foram considerados prejudiciais para células e organismos, mas desde ha
algumas décadas a estimulacgéo da proliferacéo celular pela radiacdo UVA em doses de
3 a 9 kJ/m2 ficou conhecida, no entanto, 0s mecanismos subjacentes a este fenémeno

ndo sdo completamente compreendidos (Han et al., 2011 e Grossman et al., 1998;
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Berton et al., 1997; Liu et al., 2012; WHO, 2002; IARC, 2005). E possivel que o
aumento da porcentagem de células que sobrevivem apds a exposicao a irradiacdo UVA
neste estudo se rerefe a inducdo da proliferacdo celular, j& que o nimero de células
apoptdticas mostrou-se muito pequena e sua diminuicdo ndo causaria alteracdo
significativa o suficiente para ser detectado por ensaio de indugdo apoptotica com

marcagdo com Anexina V e PI, por citometria de fluxo.

Em um estudo publicado por Cornelius et al. (1985), descrevem que o eritema
é a resposta fotoquimica mais comum da pele apds exposi¢cdo a comprimentos de onda
nas regides UVC e UVB. No entanto, o eritema pode ser produzido pela exposi¢ao
apenas a radiacdo UVA em exposi¢des radiantes muito elevadas (> 10 J/cm2). Segundo
Murray e colaboradores, 2016, a dosagem de 100 kJ/m2 (ou 10 J/cm2) de UVA é
fisiologicamente relevante, pois é alcancada apds aproximadamente uma hora de
exposicdo solar durante o verdo, sendo assim, a dosagem alvo utilizada no presente
estudo (3,4J/cm?2) representaria em média 20 minutos de exposic¢do solar durante o
verdo. Apesar de a irradiacdo solar ser composta por UVA e UVB, a irradiacdo UVA
exerce sua toxicidade pela geracdo de ROS, que pode ter sid:o neutralizada pelos
mecanismos de defesa inatos das células, bem como a presenca de compostos
provenientes do extrato da propolis vermelha nos resultados apresentados. Enquanto o
UVB é mais genotoxico por afetar diretamente o DNA celular (Sample e He, 2018; Sun
et al., 2020). Estudos sugeriram que a fototoxicidade da UV nos queratindcitos
epidérmicos depende do tipo e dosagem da radiacdo, com maior dano celular sendo
causado pelo UVB em doses mais baixas em comparacdo com o UVA (Bajgar et al.,
2021).

Ao contrario de uma cultura celular em monocamada, um esferdide 3D é um
modelo apropriado para imitar o ambiente real das células tumorais e a taxa de difusao
de nutrientes entre as células. Esferoides tumorais multicelulares nos permitem estudar
0 mecanismo bioquimico de crescimento celular, reagGes enzimaticas e diversas
modalidades de tratamento (Kapatczynska e Kolenda, 2018; Vérsmann, 2013 e Lagies
et al., 2020). As respostas de células a irradiagdo UVA foram diferentes no ambiente
2D versus 3D, destacando a importancia do ambiente de coldgeno na regulacdo das
atividades mecanicas. O comportamento apés estimulacdo mecanica mimetiza de perto
0 ambiente extracelular estressado. O modelo de células irradiados com UVA

cultivados em gel de colageno 3D tenso ilustrou a situacdo in vivo da pele humana
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estressada mecanicamente e fotoenvelhecida (Nakyai et al., 2018). Isso vai de acordo
com 0s comparativos da cultura celular 3D com a monocamada celular encontrados
nesse trabalho, que revelou algumas diferencas nas respostas das células quando
irradiadas além de caracteristicas fisioldégicas e morfoldgicas especificas, como

diferencas na proliferacao, resisténcia e necrose.

Vale ressaltar que nos ensaios realizados, mostraram que as CTMSs apresentaram
uma maior estabilidade e resisténcia quando irradiadas com UV A, esses resultados véo
de acordo com os encontrados por Perez e colaboradores (2019) que afirmam que as
CTMs demonstraram efeitos benéficos em relacdo a regeneracdo de danos cutaneos
induzidos por UV, estas sdo relativamente resistentes a exposicdo UV e preservam em

grande parte as caracteristicas das suas células estaminais.

Os ensaios com células 3D buscam se assimilar a um modelo mais proximo e
realista de um modelo de pele in vitro. A epiderme é a camada mais superficial da pele,
constituida de epitélio pavimentoso estratificado queratinizado (queratindcitos — como
é a HaCat) e possui camadas de células epiteliais bem organizadas. Os raios UVB
penetram atém a camada da epiderme. Ja a UVA penetra na derme, a camada de tecido
conjuntivo, abaixo da epiderme, no qual estdo imersos 0s anexos cutaneos, vasos
sanguineos, linfaticos e nervos. Delgado e colaboradores (2006), demonstraram que 0s
valores tipicos de profundidades de penetracao Optica () para comprimentos de onda
vai de 280 a 400pum para UVA (350 - 400nm) atingindo a derme e de 7 a 28 um para
UVB (280 - 300 nm) atingindo a epiderme.

O molde utilizado para a formacdo dos esferoides neste trabalho (Molde
MicroTissues® 3D Petri Dish® micro-mold spheroids), gera 81 esferoides por molde
com dimensodes de 800um x 800um, permintindo assim, uma maior atuagéo, penetracéo
e consequente protecdo no modelo 3D, isto porque a radiacdo UV A penetra mais fundo
e alcanca os esferdides em profundidade. Sendo assim, Gegotek e colaboradores (2019)
demonstraram que células cultivadas em 2D e tratadas com compostos organicos
expostas a radiacdo UV exibiram um efeito mais acentuado nos niveis de proteinas
envolvidas na resposta antioxidante e na inflamacdo. Por outro lado, as ceélulas
cultivadas em 3D mostraram uma maior resposta a acdo do tratamento contra as
alteracdes induzidas pelos UV, que se basearam na ativacdo de vias de sinalizacéo.

Portanto, 0 modelo 3D irradiado com UV proporcionou uma nova Visdo sobre a

73



natureza da interaccao célula-célula, bem como sobre a alteracdo do metabolismo das

células da pele.

Embora os modelos de pele 3D sejam geralmente projetados para simular a
epiderme ou toda a pele humana, nenhum deles est4 atualmente aprovado para testes
de absor¢do cutdnea, um ponto importante quando avaliamos os efeitos toxicos (Abd et
al., 2016). No entanto, estes modelos sdo ferramentas importantes para a realizacao de

testes de triagem e, assim, reducdo de experiéncias com animais (Nakyai et al., 2018).

O presente estudo demonstrou a importancia e o interesse da utilizacdo de extratos
de propolis vermelha para o tratamento de células de pele como potencial protetor e
reparador celular e tecidual. Estudos também corroboram demonstrando que a adi¢do de
extratos da propolis vermelha em protetores solares com filtro UV incorporado,
apresentam um aumento relativo do FPS e da possivel atividade antioxidante, levando a
maior protecdo da pele, o que sugere sua indicacdo para uso em produtos fotoprotetores
(Almeida et al., 2019). Além disso, estudos realizados pelo grupo ja& demonstraram que
tratamentos com extratos de prdpolis vermelha em CTMs demonstram ser vantajosos para
aplicacGes regeneradoras, como curativos oclusivos para diversos defeitos cutaneos
(Garcia et al., 2021; Picolotto et al., 2019; de Moura, 2011).
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam que o extrato de prépolis vermelha pode
proteger os queratindcitos e células-tronco dos efeitos deletérios multifacetados da
UVA. Doses baixas de UVA podem estimular respostas adaptativas das células
induzindo mecanismos de protecdo e proliferacdo. Assim, extratos da propolis
vermelha podem ser considerados candidatos promissores para o desenvolvimento de
produtos cosméticos novos e altamente eficazes. De igual modo, tratamentos utilizando
prépolis em conjunto com baixas dosagens de irradiacdo podem ser explorados, a fim
de estimular proliferacéo celular em busca de tratamentos alternativos para a medicina
regeneradora. Estudos na literatura e também explorados pelo nosso grupo com extratos
da propolis vermelha reportam propriedades antioxidantes, antimutagénicas e de
antienvelhecimento. Estas atividades bioldgicas estdo relacionadas direta e
indiretamente aos resultados de protecdo evidenciados dos extratos da prépolis
vermelha nos dois modelos celulares testados neste estudo. Os resultados aqui expostos
fornecem evidéncias de que a utilizacdo de extratos da propolis vermelha ndo causa
fototoxicidade nas linhagens testadas e nas condicdes de uso pretendidas. Esses
resultados concordam com andlises anteriores que ja vem sendo avaliadas por nosso
grupo, 0s quais sugerem que a utilizaco dos extratos da prépolis vermelha como um
produto oclusivo para tratamentos topicos de pele é viavel e ndo ocasiona irritacdo da
pele ou induzem a sensibilizacdo deste tecido. Ressalta-se também que as células no
modelo 3D obtiveram uma melhor resisténcia e proliferacdo celular, quando
comparadas ao modelo 2D, isso sugere que a atuacgdo da irradiagdo UV A sob o arranjo
tridimensional destas células permita uma penetracdo as camadas interiores de
células ,de maneira que ndo acontece no modelo 2D. Sendo assim, o modelo 3D, sendo
um modelo mais aproximado de um tecido in vivo, apresenta uma resisténcia a
fotosensibilidade com resultados ainda mais interessantes quando associados a

tratamentos com concentragdes baixas de propolis vermelha (10 pg/mL).

No entanto, um estudo mais aprofundado para entendimento das diferencas de
viabilidade entre células irradiadas e ndo irradiadas precisa ser realizado além de se
fazerem necessarias pesquisas futuras para validar ainda mais as atividades bioldgicas
dos extratos de propolis vermelha, definir detalhadamente o mecanismos molecular de
acdo subjacente e vincular suas a¢oes citoprotetoras com a elucidacdo estrutural de seus

ingredientes ativos, bem como avaliar os efeitos da irradiacdo UV A na estrutura celular
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das linhagens Hacat e CTDAs e a formacéo de radicais livres de oxigénio, afim de
comprovar a eficacia e a seguranca da utilizacdo da propolis e irradiacdo UVA como

fonte terapéutica em humanos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

e Auvaliar espécies reativas de oxigénio (ROS) através de citometria de fluxo para
comprovar o efeito da irradiacdo nas duas linhagens testadas;

e Verificar potencial de membrana das células em ensaios de fluorescéncia in situ
e pela técnica de citometria de fluxo com o intuito de analisar as alteragdes
morfoldgicas e células defeituosas apds tratamento e irradiacéo;

e Verificar a fragmentacdo de DNA para determinar se a irradiagdo UVA e
tratamento com propolis afetaram as células testadas causando algum dano ao
DNA;

e Verificar a possibilidade de construcdo de um modelo 3D hibrido contendo as
duas linhagens celulares e verificar fatores de protecéo e resisténcia;

e Auvaliar as estruturas celulares e possiveis alteracdes por microscopia eletrénica
de varredura (MEV).
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