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RESUMO

Modelos alternativos séo ferramentas para substituir e reduzir o nimero de
animais utilizados nas ciéncias biomédicas, seja para pesquisas ou testes de produtos
industriais. Ao longo dos anos, varios modelos alternativos foram desenvolvidos nos
mais diversos campos, com o objetivo final de mimetizar as funcdes sensoriais da
pele, como por exemplo, o uso de substitutos dérmicos sintéticos. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho € apresentar os atuais modelos alternativos disponiveis para
as ciéncias dermatologicas, avaliar suas aplicacfes e discutir suas vantagens e
desvantagens, bem como as perspectivas futuras para uma translacao clinica segura.
A implementacdo de métodos alternativos para testes em tém sido notérios na
indUstria cosmética dermatologica, permitindo a realizagcdo de diversos testes
quimicos e moleculares de triagem sem o uso de animais. Porém, nas ciéncias
dermatoldgicas ainda existem muitas barreiras que esses meétodos alternativos
proporcionam, como os diferentes microambientes teciduais e o entendimento das
respostas metabolicas sistémicas. Modelos comerciais de pele equivalente fabricada
permitem a substituicdo de animais em testes de corrosao e irritacdo, porém, dentre
os modelos avaliados, ndo ha um método isolado que possa ser utilizado para excluir
por completo os experimentos in vivo, sendo, portanto, necesséaria a avaliacdo dos
protocolos regulatérios existentes e desenvolvimento de protocolos in silico, in vitro
ou sua combinacdo. Espera-se que no futuro novas tecnologias alternativas sejam
desenvolvidas possibilitando maior reduc¢do do uso de modelos animais além de
fornecer conhecimento aplicavel a todos os campos cientificos.

Palavras-chave: Testes em animais, modelos alternativos, testes dermatologicos.



ABSTRACT

Alternative models are tools to replace and reduce the number of animals used
in biomedical sciences, whether for research or testing of industrial products. Over the
years, several alternative models have been associated in the most diverse fields, with
the ultimate goal of mimicking the sensory functions of the skin, such as the use of
synthetic dermal substitutes. Therefore, the objective of this work is to present the
current alternative models available for the dermatological sciences, evaluate their
applications and discuss their advantages and permanence, as well as the future
perspectives for a safe clinical translation. The implementation of alternative methods
for testing has been notorious in the dermatological cosmetic industry, allowing the
performance of several chemical and molecular screening tests without the use of
animals. However, in the dermatological sciences there are still many barriers that
these alternative methods have provided, such as the different tissue
microenvironments and the understanding of systemic metabolic responses.
Commercial models of manufactured equivalent skin allow the substitution of animals
in adherence and adherence tests, however, among the adopted models, there is not
an isolated method that can be used to completely exclude in vivo experiments,
therefore, it is necessary to evaluate the existing regulatory protocols and development
of in silico, in vitro or combination protocols. It is expected that in the future new
alternative technologies are seeking to further reduce the use of animal models in

addition to knowledge applicable to all scientific fields.

Keywords: Animal testing, alternative models, dermatological tests.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. PELE

Como o maior 6rgdo do corpo, a pele cobre toda a superficie externa do corpo
e € composta de trés camadas, a epiderme, a derme e a hipoderme. A espessura,
pigmentacdo e distribuicdo dos apéndices da pele variam em diferentes partes do
corpo, dependendo da funcéo e das necessidades da area (ZAIDI; LANIGAN, 2010).

A epiderme é composta por multicamadas divididas em estrato basal, estrato
espinhoso, estrato granuloso, estrato lUcido e o estrato cérneo. Os queratinécitos séo
o tipo celular predominante da epiderme, originam-se na camada basal, produzem
gueratina e sao responsaveis pela formacéo da barreira hidrica epidérmica através da
producdo e secrecdo de lipidios. Adicionalmente, os queratinécitos desempenham
multiplos papéis essenciais para o reparo da pele pois sdo executores do processo
de reepitelizacdo, no qual migram, proliferam e se diferenciam para restaurar a
barreira epidérmica, uma vez que tém crosstalk ativo com células imunes durante o
reparo do tecido. Os melandcitos, derivados das células da crista neural, sao
encontrados entre as células do estrato basal e produzem principalmente melanina,
gue € responsavel pelo pigmento da pele. As células de Langerhans, células
dendriticas que desempenham um papel significativo na apresentacdo de antigenos
e as células de Merkel, encontradas no estrato basal, desempenham uma funcao
sensorial como mecanorreceptores (PIIPPONEN; LI; LANDEN, 2020; YOUSEF;

ALHAJJ; SHARMA, 2021)

Ligada a epiderme ao nivel da membrana basal, encontra-se a derme, a qual
desempenha um papel crucial no amortecimento do corpo e no fornecimento de
estrutura e é organizada como uma rede em forma de malha que consiste em tecido
conjuntivo, vasos sanguineos, vasos linfaticos e mastécitos. O tecido conjuntivo &
formado principalmente por fibroblastos, que s&o responsaveis pela sintese de
proteinas de elastina e colageno. As proteinas de elastina desempenham um papel
na garantia de elasticidade e resisténcia a pele. As fibras de colageno sdo proteinas

estruturais que desempenham papéis importantes no alongamento e na resisténcia a



10

tracdo da pele. Os mastécitos sdo responsaveis pela resposta inflamatéria da pele
para combater microorganismos, alérgenos e lesfes fisicas (THE INTEGUMENT,
2007; JO et al., 2021).

A hipoderme consiste principalmente de tecido conjuntivo frouxo, que forma
camadas deslizantes de tecido adiposo que isolam e protegem a pele. O tecido é
particularmente rico em proteoglicanos e glicosaminoglicanos e as células
encontradas na hipoderme sdo denominadas fibroblastos, células adiposas e
macréfagos que tém um papel particular na homeostase dos adipécitos na obesidade,
possivelmente associados a remodelacgéo tecidual (WONG et al., 2016).
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Figura 1. Estrutura da pele saudavel: camadas, subcamadas e apéndices/macroestruturas

(RANDALL et al., 2018).

A estrutura complexa da pele humana e suas caracteristicas fisico quimicas a
transformam na primeira linha de defesa externa, sendo eficaz contra fatores
exégenos, como patdégenos, luz ultravioleta (UV), produtos quimicos e lesdes
mecanicas, auxiliando na manutengédo da homeostase do corpo humano (BOER et
al., 2016; GRAVITZ, 2018). No entanto, por atuar como funcao de barreira, a pele

exposta a diversas lesdes e patologias que precisam de uma rapida regeneracao.
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1.2. FERIDASE CICATRIZAQAO

Insultos furtivos a pele como as queimaduras, resultam em cicatrizes fisicas e
psicoldgicas ao longo da vida, causando dor, presente nas fases aguda e crénica do
tratamento e influenciando a satde mental, qualidade de vida, capacidade de retorno
ao trabalho e consequente morbimortalidade (JESCHKE et al., 2020)

Os eventos celulares e bioquimicos que atuam no reparo de feridas podem ser
divididos nas seguintes etapas: reacao inflamatoria, proliferacao celular e sintese dos
elementos que compdem a matriz extracelular e o periodo posterior, denominado
remodelamento. Esses estagios ndo se excluem mutuamente, mas se sobrepdem ao

longo do tempo (DE OLIVEIRA GONZALEZ et al., 2016).
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Figura 2. Reguladores da cicatrizagéo e cicatriza¢do. A ativacao temporal, sobreposicdo e intensidade
de ativagdo de cada fase da cicatrizacdo de feridas sao reguladas por varios fatores moleculares,
biolégicos e mecanicos. A figura indica como cada um desses fatores estd modulando a cicatrizagdo
de feridas para um agravamento ou atenuagéo da fibrose. Azul indica ativagéo e rosa indica atenuacao

da fibrose (EL AYADI; JAY; PRASAI, 2020)

A fibrose é um processo natural para restaurar a funcdo do tecido durante a
cicatrizacdo saudavel de feridas. Quando patoldgica, a fibrose pode resultar em
cicatrizes prejudiciais e tecido disfuncional. Em queimaduras, a resposta ao estresse
hipermetabdlico se manifesta como um aumento sustentado de citocinas inflamatorias
gue afetam a migracao de células imunes, incluindo neutréfilos e macrofagos, atraidos

para a area da ferida. O dano tecidual apos a queimadura induz a ativacao de varias
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moléculas associadas ao dano (DAMPS) que sinalizam as células imunes para migrar
para a ferida. A inflamacao inicial ativa multiplas populacdes de células na derme e
epiderme para auxiliar na reepitelizacdo e fechamento da ferida (EL AYADI; JAY;,
PRASAI, 2020).

Em casos onde ocorre a ruptura da pele de maneira ampla, o processo de
cicatrizacdo plena ndo ocorre sem tratamento com uso de subsidios como curativos,
no qual a escolha do material decorre do conhecimento dos mecanismos de
cicatrizacéo e reparacéo tissular, considerando que as lesdes a depender grau nao
reepitelizam e muitas vezes podem necessitar de enxertia de tecido (GUERRA et al.,
2011; JESCHKE et al., 2020; SILVA et al., 2020).

Portanto, uma alternativa no tratamento destes casos € o enxerto autélogo de
pele, entretanto, algumas vezes as lesdes podem ser muito extensas e as areas
doadoras sdao insuficientes para a cobertura da area danificada, em outros casos, 0
leito das feridas pode apresentar ma qualidade, prejudicando a integracdo da pele
transplantada e acarretando a perda do enxerto (TAM et al.,, 2013; DEARMAN,;
BOYCE; GREENWOOD, 2021). Outra alternativa nestes casos pode ser 0 uso de um
curativo substituto, de origem biolégica ou sintética, que permita a ocluséo temporaria
ou definitiva das feridas (HALIM; KHOO; YUSSOF, 2010).

Curativos comerciais, possuem ampla disponibilidade e variedade, porém tem
limitacbes como perda por infeccdo e altos custos (DEARMAN; BOYCE;
GREENWOOD, 2021). Somados a isso, 0s custos crescentes dos cuidados de saude,
o reconhecimento de ameacas de infeccdo dificeis de tratar, como biofilmes, e a
ameaca continua de diabetes e obesidade em todo o mundo tornam as feridas
cronicas um desafio clinico, social e econdmico substancial, que acarreta em grandes
despesas geradas no tratamento de feridas cirdrgicas, Ulceras diabéticas, e outras
feridas ambulatoriais (SEN, 2019).

Uma opg&o menos onerosa € o uso de membranas amnioticas. Os curativos
constituidos de amnion formam uma barreira protetora contra as bactérias ambientais,
aceleram a reepitelizacdo das lesdes e diminuem a dor local por proteger as
terminacdes nervosas e reduzir a inflamacéo local (FERREIRA et al., 2010).

1.3. MATRIZES BIOLOGICAS UTILIZADAS COMO SCAFFOLD
1.3.1. Submucosa de intestino

Matrizes de tecido acelular, por exemplo, submucosa do intestino delgado (SIS)
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tanto alogénicas quanto xenogénicas, podem manter a composi¢cao e a microestrutura
histolégica dos tecidos originais. A principal vantagem desses materiais é a
disponibilidade de proteinas da matriz extracelular (MEC), como colageno, elastina e
laminina, e fatores de crescimento, que fornecem um microambiente tridimensional
ideal para o crescimento e organizacdo celular, aumentando a migracao celular e
diferenciacdo durante regeneracdo. De fato, a principal vantagem desses scaffolds
consiste na possibilidade de reconstruir e reparar o tecido danificado, sinalizando as
células hospedeiras para migrar, crescer e formar novos vasos e promover a
diferenciacéo para criar remodelamento especifico do tecido, fazendo com que seja
uma matriz fortemente recomendada como um biomaterial biocompativel livre de
células para o reparo de tecidos lesados ou reconstituicdo de um tecido in vitro
(ZHENG et al., 2005; CASARIN et al., 2022).

1.3.2. Membrana amniética

A membrana amniética humana (hAM) é uma membrana fetal ligada ao cérion
formando o saco amniotico que, preenchido com liquido amnidtico, protege o feto e
confere um ambiente adequado para o seu desenvolvimento (SANDOVAL; ORTEGA;
BALMELLI, 2022).

E uma membrana fina e semitransparente, formada por um tecido avascular
na camada mais interna da membrana fetal. Anatomicamente, a membrana amniética
humana pode ser dividida em cinco camadas: epitélio, membrana basal acelular,

camada compacta, camada fibroblastica e camada esponjosa (HAO et al., 2000).
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Figura 3. Membranas placentarias humanas: (a) Representacdo esquematica da estrutura da
membrana amnidtica humana (hAM) e a composi¢do da matriz extracelular para cada camada. (b)
Aparéncia geral das membranas fetais humanas (imagem a esquerda), a hAM é uma fina camada
translicida ligada @ membrana coridénica (CM) (imagem a direita) (LEAL-MARIN et al., 2021).

Como curativo biolégico temporario, a membrana amniética parece ser eficaz
no alivio da dor, na diminuicdo a taxa de infeccéo, aceleragéo da epitelizacao e facilita
0 manejo dos curativos na ferida, além de reduzir a perda de liquidos, proporcionando
melhor controle de infeccdo e acelerando a cicatrizacdo, contribuindo também na
reducdo de cirurgias de revisdo de cicatriz e melhorando as contraturas de enxertos
de espessura parcial (RAZA et al., 2020). O aloenxerto a partir de membrana
amnidtica/coridnica humana desidratada (dHACM) contém células intactas, mas nao
viaveis e é conhecido por ter citocinas e quimiocinas que auxiliam na cicatrizacéo de
feridas, fornecendo um envoltério que fornece uma matriz para migracdo e
proliferacéo de células (PUYANA et al., 2019).

A hAM provou também ser um excelente suporte/andaime para a engenharia
de tecidos, devido a sua capacidade de permitir o transporte de agua e a presenca de
fatores de crescimento, como o fator de crescimento epitelial, efeitos anti-inflamatorios
devido a produgéo de fatores anti-inflamatérios como &cido hialurénico, supressao de
citocinas proé-inflamatérias, propriedades antibacterianas devido a moléculas como a
elafina, propriedades antifibréticas devido a regulacdo negativa do TGF-f e da
expressao do seu receptor e baixa antigenicidade (LEAL-MARIN et al., 2021).
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1.4. CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

As células tronco mesenquimais (MSCs), sdo aquelas que possuem a
capacidade de se dividir simetricamente ou assimétricamente, exibem diferenciacao
em varias linhagens e capacidade de organizar em agrupamentos multifuncionais
(DING; SHYU; LIN, 2011; PITTENGER et al., 2019).

O termo “células-tronco mesenquimais” foi apresentado por Caplan em 1991,
apos seus estudos com pesquisa de medula 6ssea humana. Devido ao seu facil
isolamento, expansdo e multipotencialidade, as MSCs foram rapidamente
popularizadas como um agente terapéutico promissor para a medicina regenerativa,
devido as excelentes propriedades como a possibilidade de extracdo a partir de
diversos tecidos, incluindo medula éssea, tecido adiposo e derme, potencial de se
diferenciarem em guase todas as células de linhagem em estagio final, para permitir
sua semeadura em scaffolds especificos, além de suas propriedades imunologicas,
incluindo capacidades anti inflamatérias, imunorreguladoras e imunossupressoras,
contribuem para seu papel potencial como agentes imunotolerantes (HAN et al., 2019;
JO et al., 2021).

A diferenciacdo das MSCs em linhagens pode ocorrer sob condi¢cdes
especificas in vitro, como adi¢do de fatores de crescimento e reagentes de inducao,
ou através de microambiente construido com scaffolds de biomateriais no qual
também se pode fornecer as condi¢cdes adequadas de proliferacdo e diferenciacéo.
No ambiente in vivo a diferenciacdo também é regulada por eventos moleculares,

envolvendo a modulagdo de fatores de transcricdo (DING; SHYU; LIN, 2011).

Outra propriedade tréfica primaria das MSCs € a secrecado de fatores de
crescimento e outras quimiocinas para induzir a proliferacao celular e a angiogénese,
0 que pode auxiliar na regeneracédo de tecidos, promovendo cicatrizacdo. As MSCs
expressam proteinas mitogénicas, como fator de crescimento transformador alfa
(TGF-a), TGF-B, fator de crescimento de hepatécitos (HGF), fator de crescimento
epitelial (EGF), fator de crescimento de fibroblastos basico (FGF-2) e fator de
crescimento semelhante a insulina -1 (IGF-1) para aumentar a divisdo de fibroblastos,
células epiteliais e endoteliais. Os efeitos tréficos se estendem além da proliferacao
celular para a reducao da formacédo de tecido cicatricial, quando as MSCs induzem

células locais do tecido danificado a secretar fatores paracrinos, como o fator de
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crescimento de queratindcitos (KFG-1), fator 1 derivado de células estromais (SDF-1)
e proteina inflamatéria 1 alfa e beta de macréfagos (MURPHY; MONCIVAIS;
CAPLAN, 2013;J0 et al., 2021).
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Figura 4. Diagrama esquematico da medicina regenerativa baseada em células-tronco mesenquimais
(MSCS), suas fontes de extracdo, capacidade de diferenciacdo multilinhagem e as propriedades
imunorreguladoras das MSCs as tornam uma ferramenta terapéutica celular ideal (HAN et al., 2019).

1.5. BIOENGENHARIA

A engenharia de tecidos combina células, andaimes e fatores de crescimento
para regenerar tecidos ou substituir tecidos danificados ou doentes, enquanto a
medicina regenerativa combina a engenharia de tecidos com outras estratégias,
incluindo terapia baseada em células, terapia genética e imunomodulacdo, para

induzir a regeneracao de tecidos/orgaos in vivo (HAN et al., 2020).

A medicina regenerativa pode utilizar trés estratégias para a producao de
tecnologias: (1) terapias baseadas em células; (2) uso de materiais biolégicos ou
sintéticos para liderar processos de reparo e crescimento celular através do implante

dos mesmos; (3) complexo de biomaterial semeado com células, implantado no corpo
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para reparar e regenerar tecidos/érgdos (SAMPOGNA; GURAYA; FORGIONE, 2015).

O uso de células-tronco mesenquimais na engenharia de tecidos é uma
modalidade de tratamento que visa aplicacbes em uma grande variedade de
patologias. As vantagens desta abordagem incluem um reparo de alta qualidade com
regeneracao do tecido lesado, mas sem formagé&o de tecido fibroso. A morbidade do
local € minima em comparacdo com a enxertos autélogos de o0sso e cartilagem por
exemplo atualmente usados, pois um pequeno numero de células é necessario com
subsequente expansdo ex-vivo, além disso, as MSCs possuem alto potencial de
proliferagcdo, podem ser manuseadas e manipuladas facilmente permitindo a

diferenciacéo antes da implantacdo (POUNTOS et al., 2007).

Os biomateriais, representados por hidrogéis e scaffolds descelularizados,
apresentam vantagens para terapias regenerativas, incluindo aumento da
sobrevivéncia celular e retencao/enxerto celular no tecido hospedeiro, promocao de
respostas de sinalizacdo paracrinas protetoras por conter e liberar moléculas bioativas
funcionais, tais como fatores angiogénicos, antiapoptéticos e/ou imunomoduladores e
fornecendo suporte mecéanico para os tecidos danificados. Biomateriais ideais na
engenharia de tecidos sdo geralmente considerados como sendo produtos
biocompativeis, biodegradaveis, menos imunogénicos e biomiméticos que se
assemelham as propriedades do tecido nativo alvo (HANEKE; SAHARA, 2022).

1.6. METODOS ALTERNATIVOS

Alternativas aos testes em animais foram propostas para superar algumas das
desvantagens associadas aos experimentos com animais e evitar os procedimentos
antiéticos. Varios métodos tém sido sugeridos para evitar 0 uso de animais em
experimentacdo. Esses métodos fornecem meios alternativos para o teste de drogas
e produtos quimicos, até alguns niveis. As vantagens associadas a estes métodos
incluem, entre outras, eficiéncia de tempo, requer menos méao de obra e custo-
beneficio (SONALI; DHAWALE, 2015).

O desenvolvimento de um modelo de pele requer em primeiro lugar o
isolamento e crescimento de fibroblastos dérmicos e queratindcitos epidérmicos de
tecidos bioticos humanos. Um modelo equivalente de pele humana in vitro pode ser

utilizado para avaliar a eficacia e o modo de agdo de novos agentes, bem como
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modelo de cicatrizacdo de feridas (MERTSCHING et al., 2008).

Os substitutos alternativos formalmente validados, funcionam como substitutos
para testes antes realizados exclusivamente em animais, como por exemplo o teste
de Draize de coelho para verificar a corrosividade de compostos na pele. Como
opc¢Oes que substituem este teste, atualmente sédo liberados o uso de equivalentes
epidérmicos humanos reconstruidos como EpiSkin™, EpiDerm™ e SkinEthic™ e para
irritacéo da pele EpiSkin™, EpiDerm™ e SkinEthic™ s&o validados como substitutos
de teste autbnomos. Os dados desses testes raramente s&o considerados
isoladamente e sé&o avaliados em combinacdo com outros fatores para estabelecer o
potencial geral de irritacdo ou corrosdo de um ingrediente (HIBATALLAH et al., 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, o uso de animais em pesquisa em todo mundo é baseado pelos
principios dos 3Rs (reducéo, refinamento e substituicdo), visando redu¢cao no niamero
de animais utilizados,melhora na conducéo dos estudos minimizando o sofrimento o
maximo possivel, e a busca por métodos alternativos que substituam os testes in vivo.
Esta teoria norteia pesquisadores a buscarem diminuir o numero de animais utilizados
e aprimorar as técnicas de modo a ndo repetir experimentos desnecessariamente,
refazer procedimentos, além de buscar o modelo mais adequado para cada tipo de
experimento, além de sempre que possivel, substituir o uso de animais por um método

alternativo disponivel.

E crescente a necessidade de revisar o estado da arte de testes que atuem
como ferramenta nas pesquisas de modelos dérmicos, visando minimizar o uso de
animais. Ainda, existe a necessidade de inovacdo em opc¢des de novos substitutos
dérmicos que mimetizam a pele humana e possuam capacidade de reprodutibilidade,
eficiéncia e potencial de manutencdo tanto fisiolégico quanto patoldgico.
Importantemente, que possam ser usados futuramente como terapias alternativas no
tratamento de lesGes. Portanto, este estudo tem como principal objetivo pesquisar e
descrever os modelos vigentes de testes utilizados para pesquisas, envolvendo a

pele, sem o uso de animais.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Revisar o estado da arte do desenvolvimento de modelos que possam substituir
0 uso de animais para o estudo de aspectos fisiol6gicos e patologicos da pele humana.

Objetivos especificos

e Explorar como iniciaram os experimentos em modelos animais e 0s
principios de uso racional;

e Descrever as regulamentacdes envolvidas no uso de experimentos
com animais no Brasil e em outros paises;

e Realizar levantamento dos modelos substitutivos existentes,
descrevendo seus usos, vantagens e limitacoes;

e Gerar linha do tempo com os modelos substitutivos envolvendo pele
desde os primérdios até os desenvolvidos atualmente;

e Gerar Propriedade Intelectual (P.l.) com registro de modelo de pele.
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Abstract

Alternative models are tools to replace and reduce the number of animals used in the
biomedical sciences, either for research or tests of industrial products. Over the years,
several new alternative models have been developed in the most diverse fields. The
aim of this viewpoint is to present the current alternative models available for
dermatological sciences, evaluate their applications, and discuss their advantages
and disadvantages, as well as the future perspectives for safe clinical translation. The
implementation of alternative methods for animal testing has already made significant
advances in the dermatological cosmetic industry, enabling to perform several
chemical, molecular screening tests without the use of animals. However, in the
dermatological sciences there are still many barriers regarding the results that these
alternative methods provide, such as the different tissue microenvironments and also
the understanding of the systemic metabolic responses. Therefore, it is expected that
in the future new alternative technologies will be developed making possible the
reduction of animal models and still providing reliable knowledge applicable to all
scientific fields.

Keywords: Animal testing; Alternative models; Dermatological tests.

To understand human physiology and pathology, the scientific community in its
beginnings used dogs, chickens, rabbits, rodents, pigs, cows, sheep, and non-human
primates (Franco 2013). It is indisputable that, for the time, the use of these animals
was necessary and allowed the wide basic knowledge fundamental for the
dissemination of several therapies that currently exist. Although, not only studies
evoking treatments went ahead but also those that aimed to improve the ways of
studying. In this scenario, after some time, alternative models were thought and many
continue to be developed to reduce the use of animals, based on the concept of the
"Three Rs" (replaced, reduced, refinement) created during the 1950s by Russel and
Burch (Russell and Burch 1959; Sonali and Dhawale 2015).

Nevertheless, the use of these approaches does not fully replace animal use
yet. Animal testing is still required when it comes to understanding systemic situations,
once despite the existence of excellent alternative models, the interaction between
physiological systems has not been fully replaced to understand the homeostasis of
an organism (Francoise Barré-Sinoussi 2015). Examples of these situations are
studies involving immunological diseases, sepsis and pharmacological action of drugs
or chemical substances. In these cases, a scenario emerges that highlights the need
to search for new methods that can reverse this situation, drawing attention to the
bioethical issue. In addition, the United Nations (UN) established 17 Sustainable
Development Goals (SDGs) in 2015, where the promotion of innovation is cited (SDG
9: build resilient infrastructures, promote inclusive and sustainable industrialization and
foster innovation).

In this unfilled gap, is noticeably visible the emergence to promote more
discussions to save animals. It is perceived that there is a worldwide concern, as
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pharmaceutical companies have been developing cruelty-free products and a growing
number of people have adhered to veganism (Wang, Zhao, and Song 2020).
Furthermore, in a study addressing public opinion regarding animal use in medical
training, Merkley et al. (2018) found that the majority of the interviewed agree that if
effective alternative models exist to study a determined condition, they should be used
instead of animals for medical training. A supermajority of these participants agreed
that it is unethical or morally wrong to use animals for this reason when non-animal
methods are available (Merkley, Pippin, and Joffe 2018).

Following this time frame, several movements around the world have gained
strength to refine ethical issues. In our country, Brazil, a law was created in 2008 to
manage animal use: the Arouca Law (11.794/2008). It establishes procedures for the
scientific use of animals and creates the National Council for the Control of Animal
Experiments (CONCEA), the highest Brazilian agency in the area. The CONCEA
validates alternative methods for testing medicines, cosmetics, health products,
among other substances, aiming to replace the use of animals in cosmetic tests.
Moreover, each in vivo study needs to be approved by a local committee before
starting. Not rare, the committee returns the study to the researcher for adjustments,
aiming to minimize the animal number and suffering. Such as Brazil, other countries
have their laws and guidelines with the same goal.

In attempting to avoid the use of animals, the regulations had a key role in
stimulating the development of alternative models and improving those already
existing. In this context, an area that has been greatly benefited is dermatological
science. Considering that this field involves the testing of cosmetic substances, most
of the alternative models were developed to attend to this need (Figure 1).

In the European Union (EU), animal tests for finished cosmetics were banned in
2004 and for cosmetic ingredients in 2009 (“Ban on Animal Testing” n.d.). In this
context, the Scientific Committee on Consumer Safety (SCCs) was created in the EU,
as an independent committee of experts from different countries. One of its
responsibilities is to establish guidelines for the cosmetics industries to develop studies
for the safety evaluation of cosmetics, relevant toxicological tools for the safety
evaluation of cosmetic ingredients as alternatives to animal testing, such as corrosivity
and irritation, skin sensitization, dermal/percutaneous absorption, repeated dose
toxicity, reproductive toxicity, mutagenicity/genotoxicity, carcinogenicity, toxicokinetics
studies, photo-induced toxicity and human data (SCCS, 2021). The main challenge of
overcoming in vitro results is to predict the real benefits of cosmetic products in contact
with all the systems that involve the human body as a whole (Eberlin et al. 2020).

The alternative methods to dermal research have their own advantages and
disadvantages (Table 1). A common feature among them is the use as proof of
concept, where a large funnel is generated, and only substances and/or therapies with
pharmacological activity or those that have a biological potential will proceed to animal
testing (“Animal Models in Translational Medicine: Validation and Prediction” 2014).
The majority of these alternative methods are cell-based in vitro models.

The two-dimensional (2D) models are the most commonly used. In adherent 2D
cultures, cells grow as an attached monolayer and the advantages of these cultures
are associated with simple and cost-effective maintenance. Unfortunately, adherent
cultures have disadvantages, as the cultured cells do not mimic the natural tissue
structures and after tissue isolation in the 2D conditions, the morphology of the cells is
altered as well as the mode of cell division (Kapatczynska et al. 2018). Three-
dimensional engineered models that mimic skin tissue have been developed to
improve the limitations of predictivity of the 2D in vitro models (Vernetti et al., 2017).
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The interactions between different cell types of tumor and stroma are difficult to model
in 2D, thus, to better mimic the in vivo situation, different 3D-cell culture approaches
with several degrees of complexity have been developed. Spheroids have formats that
are very useful for basic and applied melanoma research, track cellular behavior in a
cell-type specific manner and recapitulate different characteristics of early melanoma
stages. They can be wused to evaluate novel drugs and combination
therapies. (Vérsmann et al. 2013).

Techniques for developing 3D skin models demand a high level of innovation
and complexity through cell cultures (Moraes et al. 2020). One of the main goals is the
development of skin equivalents in vitro for dermal toxicity evaluation (do Nascimento
Pedrosa et al. 2021). The simplest 3D model is known as reconstructed human
epidermis (RHE) and contains an epidermal layer of skin composed only of
keratinocytes. EpiSkin~, Epiderm~, SkinEthic*, epiCS~, and LabCyte EPI-MODEL24
are commercially available models of RHE approved by ECVAM (European Centre for
the Validation of Alternative Methods) to replace in vivo rabbit skin irritation tests and
for skin corrosion tests of cosmetic ingredients, more recently were also validated
Skin+ and KeraSkin™ as irritation tests (OECD 2021, 2019). KeratinoSens™ and
LuSens are models constructed with immortalized HaCaT stably transfected with a
selectable plasmid, which are used in Skin sensitization tests also approved by
ECVAM (OECD 2022). Other alternative methods, although not yet validated, are
being developed.

The Full-Thickness Skin Models or human skin equivalents (HSE) are models
more complex, which consist of an epidermis and dermis (keratinocytes and
fibroblasts) and have been used to evaluate drug or treatments efficacy (Bataillon et
al. 2019; Mathes, Ruffner, and Graf-Hausner 2014). Recently, 3-D vascularized human
skin equivalents (VHSES) that can mimic native skin have been developed (Rimal et
al. 2021; “JoVE Video Dataset” 2021). In this way, the electrospinning technique has
been used to form polymeric mats that, together with porous structures, allow the
seeding of cells such as keratinocytes and fibroblasts, to produce an equivalent skin
(Camarena et al. 2020).

3D bioprinting is another important tool for dermal toxicity evaluation, it is used
to extrude materials and develop scaffolds to target tissues in the required structure
(Javaid and Haleem 2021). They enable the accurate construction based on
biomolecules, synthetic/natural hydrogels, and cells (Fayyazbakhsh 2020; Manita et
al. 2021). Different bioprinting methods have been used to fabricate skin tissue models
such as extrusion-based, laser-assisted, and microvalve-based bioprinting (Ng and
Yeong 2019). Authenticity, scalability, and reproducibility of the tissues are the main
advantages of bioprinted skin, when compared to conventional constructs, (Millas et
al. 2019). 3D skin bioprinting has the potential to be applied in penetration and
absorption tests of cosmetic ingredients, however there are challenges to overcome
such as producing sensitive, dry, oily skin with different textures, pigmented with
different shades, and that contain appendages, hair follicles, hypodermic layer,
microvessels and immune cells (Millas et al. 2019; Olejnik et al. 2022). It is a research
target of global cosmetic leaders that still requires standardization and regulatory
approvals (Yan et al. 2018).

Limitations on traditional 2D cultures and 3D organ models have stimulated in
the last decade the use of technologies such as microfabrication. In this context,
Organs-on-chips have been developed. They consist of complex tissue-like structures
within the microfluidic chips that allow the dynamic culture of cells inside, in order to
model or mimic the physiology of a tissue or organ. Skin-on-a-chip (SoC) has made
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considerable advances in the transport of substances or delivery and microfluidics
maintain the high throughput capacity of the systems, while reducing costs and reagent
volumes needed for the experiments (Zhang et al. 2018; Risuefio et al. 2021). They are
suitable for drug testing on a specific cell type to evaluate their response,
biocompatibility, or toxicity in a cell monolayer, which is easier to obtain than a 3D
equivalent. Additionally, skin-on-chip is the best platform to study cell—cell interactions,
expose cells to mechanical strains, or even study immune response (Zoio and Oliva
2022).

The computational models generated from bioinformatics tools are emerging as
a new opportunity to reduce not only the use of animal models, but also the volume of
in vitro experiments. Utilizing bioinformatics, we can analyze data from human cell
cultures exposed to different toxicants (Grafstrom et al. 2015). Dermatology was one
of the first medical disciplines to welcome and support bioinformatics results, the name
“skinomics” has been proposed to designate specifically the bioinformatics studies in
dermatology and skin biology. Their objective are to provide knowledge of skin biology,
improve the function of the healthy skin, besides assist in treating pathological skin
conditions through in silico experiments, where computer simulations using databases
allows that an organic phenomenon can be modeled (Younis et al. 2016; Gunia-
Krzyzak et al. 2016). In silico models make predictions concerning absorption,
distribution, metabolism, and excretion of a chemical from molecular data (Madden et
al. 2020). The new possibilities and results that will be generated by this new area are
promising and exciting (Selvestrel et al. 2022)

More recently, researchers are exploring the uses of artificial intelligence (Al),
to improve or supplement current screening processes in melanoma and
nonmelanoma skin cancer (De et al. 2020), this methods can be explored in future for
use as strategy alternative to animal research.

The alternative models cited are a very important strategy to mimic biological
systems and minimize the use of animals. A number of models and techniques, as
mentioned, have been developed for different purposes (Figure 2). As an excellent
option for the use of scientific experimentation and initial therapies, a culture of two-
dimensional monolayer methods among all the aforementioned is a technique that
stands apart as a unique tool in clinical practice, due to its proven ability in simulating
more complex systems. Other alternative models have limitations such as costs, time
and scale of production, regulatory and intellectual property issues, but have a
promissor potential to replace the use of animals in dermatological tests.

These methods still need to be more widespread, regarding their existence,
possibilities of use, means of realization and costs involved in their use. It is notable
that more developed countries are already ahead in the use of these methodologies.
However, these innovative solutions must reach all countries, enabling them to refine
and rethink the use of animals in dermal pharmacology and toxicology research and
progressively in other fields.

Taken altogether we can conclude that there is no unique methodology capable
of replacing in vivo experiments. It is necessary that each researcher evaluate the
scientific question that should be addressed and then, select and develop the best in
silico, in vitro protocols or their combination. After that, the questions that still remain
to be answered at the systemic level as for example, modulation of the immune system,
pharmacokinetics and pharmacodynamics, chronic toxicity, and so forth will still need
in vivo experimentation, until new possibilities and technologies arise in science.
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5. PROPRIEDADE INTELECTUAL

Omitida até depadsito patentario.

“DESENVOLVIMENTO DE CURATIVO CUTANEO PRODUZIDO A PARTIR DE
MEMBRANA AMNIOTICA E CELULAS ISOLADAS DE PELE DE DESCARTE
HOSPITALAR”.

Resumo: A elevada disponibilidade da Membrana amniética (MA), facilidade de
aceitacéo da doacao pelas gestantes e baixo custo de manipulagéo, tem despertado
o interesse na utilizacdo estendida deste importante recurso biolégico. A MA, além de
promover a reepitelizacdo do leito da ferida, aliviar a dor e prevenir infec¢cdo, € um
tecido de facil obtencdo e manuseio, elevada disponibilidade, baixo custo para
processamento e disponibilizacdo. Ainda, pode reduzir a frequéncia de trocas de
curativos, bem como impactar na reducao do tempo de internacdo hospitalar. Assim,
com os descartes produzidos em cirurgias de abdominoplastia, possuem elevada
disponibilidade e seu uso além de possibilitar o isolamento de diversas células,
também reduz a quantidade de descarte de residuo gerado.

O Brasil ainda ndo possui regulamentacao que permita a distribuicdo pelos Bancos
de Tecidos da MA humana para utilizacdo em tratamentos via Ministério da Saude,
bem como ainda ndo existem substitutos dérmicos biolégicos aprovados e produzidos
no Brasil, 0 que ainda gera necessidade de importagdo e custos. Assim sendo, a
utilizacdo de membrana amnidtica captada no pais como um curativo bioldgico, ainda
carece de regularizacdo para uso na clinica além da utilizacéo via liberacdo atraves
de comités de ética, assim como, a aplicacao clinica de células-tronco mesenquimais
alogénicas ainda nao teve sua seguranca biolégica validada para aplicacao,
impedindo, desta forma, a sua utilizagéo até entéo.

Considerando todas as vantagens enumeradas acima, fica evidente a importancia
do desenvolvimento de substitutos dérmicos visto a necessidade de terapias
alternativas que viabilizem solucionar o baixo niumero de doagodes, além de possibilitar
também uma melhor resposta clinica dos pacientes bem como uma reducéo dos
custos de internagcédo hospitalar de pacientes queimados e politraumatizados. Dessa
forma, os dados gerados nesse estudo tiveram por objetivo embasar o uso da
membrana amnidtica na prética clinica com base em resultados obtidos em ensaios



in vitro, garantindo a seguranca biologica deste biomaterial.
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6. CONCLUSAO

Os modelos alternativos dermatolégicos demonstram uma substancial
evolucdo, para substituir e reduzir o numero de animais necessarios para avaliar
produtos quimicos e de salude para a industria.

Os avancos ja alcancados possibilitam o refinamento amplo do calculo amostral
no uso de animais nos testes, e ampliam os horizontes também referentes a
descoberta de novos farmacos que venham a se utilizar de modelos dérmicos
biogquimicamente relevantes, no qual dentro das fases in vitro, in vivo e ensaios
clinicos, a segunda fase seria impactada de maneira positiva com a combinacao de
modelos alternativos que venham a colaborar com seus resultados que podem servir
de guia nas fases a seguir, além de nortear futuros avancos e lacunas que precisam
ser preenchidas. Entretanto, ainda séo necesséarios maiores aperfeicoamentos desses
modelos, que permitam maior convergéncia entre os sistemas biolégicos além de
compreensao de aspectos clinicos e aplicados a patologias dermatoldgicas, bem
COMO 0 acesso a essas metodologias que permitam ser aplicadas com menor custo e
de maneira mais acessivel em paises fora do primeiro mundo.

Portanto, dentre os modelos avaliados, ndo ha um método isolado que possa
ser utilizado para excluir por completo os experimentos in vivo, sendo, portanto,
necessaria a avaliacdo dos protocolos regulatérios existentes e desenvolvimento de
protocolos in silico, in vitro ou sua combinacao, até que novas possibilidades sejam
descritas e estejam a disposi¢cdo do mercado cientifico.
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7. PERSPECTIVAS

e Geracgao de deposito de patente referente ao projeto “DESENVOLVIMENTO
DE CURATIVO CUTANEO PRODUZIDO A PARTIR DE MEMBRANA
AMNIOTICA E CELULAS ISOLADAS DE PELE DE DESCARTE
HOSPITALAR”;

e Revisédo e publicagcdo do artigo cientifico submetido para a revista Archives of
Toxicology em 30 de agosto de 2022.
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Titulo da Pesquisa: Isolamento de células a partr de material de descarte humano para estudos em

medicina regenerativa
Pesquisador: Marcia Rosangela Wink
Arca Tomatica:
Versdo: 1

CAAE: 98200318.5.3001.5345
Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Cidncias da Sadde de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul

DADOS DO PARECER
Ndamero do Parecer: 3214081
Apresentagao do Projeto:

Projeto de pesquisa a ser realzado em parcenia com o Laboraténo de Biclogia Celular da Universidade
Federal de Ciéncias da Sadde de Porto Alegre e as Unidades de Obstetrica, Oftaimologia e Crurgia

Plastca da Santa Casa de Porto Alegre, usizando material de descarie hospiialar como lipoasprado, pele,

Imbo esdero-corneal, membrana amnitSca e corddo umbiical, serdo extraidos dferentes 3pos celulares
humanos (queratindcitos, melandcitos, células estromais mesenguimais e células endoteliais) para o
desenvolvimento de novas lerap@s celulares para medicina regenerativa, como a aplicacdo de células
estromais mesenquimais em sitios lesionados e também para a verficagdo da blocompatibilidade de
matenals propostos para uso clinico, tais como fimes de quitosana e caldgeno, stents cardlacos de ferro e
geopolimeros.

Objetivo da Pesquisa:

Objetvo Primano:

Isclar células de tecidos humanos, que senam descartados, para estudos Que gerem NoVas leraplas com
potencial uso em medicing regenerativa.

Objetvo Secundano:
«Isolar e caracterizar células estromais mesenquimails de tecidos humanos de descarte: pele, corddo
umbilical, gordura e limbo esclerocomeal para serem estudadas e testadas em biomatenas

Endereco: Mum Serrenio Lede 245

Barro:  Sarrerio CEP: g1

UF: RS Musicipio: PONTO ALECRE

Telefone: (3100058804 Cmal: cepfioapem edube

fagpa i m

46



UNIVERSIDADE FEDERAL DE

Comtreacho % Parscer 3 24 001

CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE

Consideragdes Finals a critério do CEP:
De acordo com o parecer do Relator.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abatxo relacionados:

QA

[PB_INF ORMAGOES_BASICAS DO_P | 15012019 Aceno
1657
T TR L201s o Tossrgss | Acess
[Projeto Detaihaco | [PROJETO_MATERIAIS_DE_DESCART| %1 1 & Vecovamo Aceno
Brochura E.pct 16:50:589
TCLE /Termos de |TCLEs matenais_descarte_e_justdcatn] 12092018 THAIS Acemno
Assentrmento / as.pof 17:57:45 |CASAGRANDE
Jussficatva de PAIM
w Formudano_Cacastro_Projetos_Unidade| 1G0S/2018 | Samias Vecovano Acemno
16:02:38
[Outros _de_autonzacao_da_ b [ 1GO82018 | Samiai Vecovamo Aceno
[Outros Em_m_mm% Torria Vecoramo Aceno
Deciara; 3o de . UNIZSCa0_0ac0s, matenal 1% Tomia Vecorano Aceno
Manuseio Material | biologico paf 15:48:11
Buoldgico /
Buorepositono /
B:oDarco
Situacao do Parecer:
Agrovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
PORTO ALEGRE, 21 de Margo de 2019
Assinado por:
Fernanda Bordignon Nunes
{Coordenador({a))

Endereco: Mum Sermrenio Lete 245
Batrro:  Sarmwcto CEP: guoso-110
Ur: RS Muriciplo: PORTO ALEGRE

Yﬁ'hln: (3150058804

Email: cepfivicape edebe

Pages T 4e @

47



APENDICE C - Parecer CEP ISCMPA

IRMANDADE DA SANTA CASA

DE MISERICORDIA DE PORTO ‘GREraA -
ALEGRE - ISCMPA

Versdo: 4

CAAE: 58290318 .5.0000.5335

Instituicio Proponente: ISCMPA
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Apresentagdo do Projeto:

Projeto de pesquisa a ser realzado em parceria com o Laboraténo de Biclogia Celudar da Universidade
Federal de Ciéncias da Sadde de Porto Alegre e as Unidades de Obstetricia, Oftaimologia e Cirurgia
Plastica da Santa Casa de Porio Alegre, utiizando matenial de descarte hospitalar como ipoaspirado, pele,
imbo esclero.corneal, membrana amnidtica e corddo umbilical, serdo extraldos diferentes tipos celulares
humanos (queratindcitos, melandcitos, células estromais mesenquimais e células endotelais) para ©
desenvolimento de novas terapeas celulares para medicina regenerativa, como a aplicagio de células
estromais mesenquimais em sitios lesionados e também para a verificagdo da bioccompatibiidade de
maternais propostos para uso clinico, tais como fimes de quitosana e colageno, stents cardiacos de ferro e
geopolimeros.

Objetivo da Pesquisx:

Ja refendo em parecer antenormente emitido.
Avaliagdo dos Riscos ¢ Beneficios:

Ja refendo em parecer anteriormente emibd

Comentarios ¢ Consideragbes sobre a Pesquisa:
Ja refendo em parecer antenormente emitd
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