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Projeto e construcao de estrutura 3D para mimetizacao datopografia
derme/epiderme para crescimento de células epiteliais
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Resumo: O desenvolvimento de modelos in vitro que representem com precisdao 0 comportamento in
vivo é de interesse de areas, como induastria farmacéutica, cosmética, médica e pesquisas biolégicas. O
investimento em tais modelos vislumbra a reducdo de tempo, custos e testes em animais que visam
aprovar produtos ou compreender o comportamento dos 6rgdos humanos. Estudos jA comprovaram a
influéncia da matriz celular, assim como sua topografia, no comportamento das células das camadas
mais externas da pele (epiderme-derme), no entanto estudos convencionais ocorrem em modelos in
vitro 2D que desconsideram estas influéncias. Neste contexto, o projeto teve por objetivo propor um
processo de formacao da topografia epiderme-derme, sobre hidrogel de colageno tipo |, com o auxilio
de um micromolde fabricado em impressora 3D-SLA. Foi possivel comprovar a eficacia da moldagem,
sem que o procedimento impedisse o crescimento de células no interior (fibroblastos) e na superficie
(queratindcitos) da matriz.

Palavras-chave: topografia, micromoldagem, interface epiderme-derme.

Introducéo

A pele, 6rgdo mais extenso do corpo humano, pode ser acometida por doencgas que variam desde
acnes até cancerl. O desenvolvimento do tratamento destas enfermidades envolve iniUmeros testes,
sendo grande parte deles realizados em animais. Este processo, além de demorado e dispendioso,
muitas vezes ndo prevé com precisdo o comportamento das células humanas frente aos compostos
desenvolvidos, resultando em reprovagdes apenas nas avaliagbes em humanos. Neste contexto, 0
desenvolvimento de modelos in vivo mais fidedignos ao ambiente natural € de interesse de industria
farmacéutica, cosmética, além de areas voltadas para pesquisas biolégicas?2.

Estudos reportarem que a cultura celular é influenciada pela matriz extracelular, distribuicdo das
células na cultura e seu tamanho. Com isso, o desenvolvimento de culturas 3D tornou-se uma alternativa
promissora para mimetizar o que ocorre in vivo, uma vez que a interface epiderme-derme humana nao
é plana*®.

Viswanathan et al. (2016) desenvolveram uma plataforma capaz de recriar a topografia epiderme-
derme a partir da técnica de litografia macia, utilizando diferentes mascaras e tempos de exposicéo a
luz UV. Apenas dos resultados satisfatorios, a metodologia utilizada envolvia mais de uma etapa até a
formacdo da topografia. Neste cenario, o projeto propds recriar a interface epiderme-derme em uma
etapa Unica, sobre uma matriz de hidrogel de colageno, a partir da técnica de micromoldagem, utilizando
micromoldes produzidos em impressora 3D-SLA (esteriolitografia)®.



Resultados e discussao

O processo proposto neste projeto para criagdo da micromoldagem se resumiu em: (1) adicionar
a solucéo de gel de colageno contento fibroblastos ao poco de cultura e aguardar sua pré-gelificacao;
(2) posicionar o molde sobre o hidrogel e aguardar a gelificacdo do sistema submetido a moldagem; (3)
adicionar meio de cultura contendo queratindcitos. Os micromolde projetado, assim como a topografia
criada no hidrogel de coldgeno estdo apresentadas na Figura 1.

Fig. 1 — (A) Esquema do micromolde projetado e fabricado por impresséo 3D SLA; (B) Imagem da superficie
do hidrogel de colageno tipo | apos aplicagdo do micromolde. Microscépio Confocal Invertido Zeiss LSM510
(Carl Zeiss AG, Alemanha), marcagdo com picrocirius. Barra de escala de 300 pm.

A partir da Figura 1, é possivel observar que a atuacdo do micromolde sobre o hidrogel recria
padrbes em sua superficie, no entanto, ndo foi possivel quantificar com precisdo as dimensées
formadas. Com isso, buscando validar a o processo, inicialmente foi comprovada a viabilidade dos
fibroblastos no interior da matriz de colageno. Para tal, utilizou-se imagens sequenciais que
comprovaram sua movimentagdo neste meio. Além disso, estas células apresentaram morfologia
aparentemente saudavel (Figura 2).

--

Fig. 2 — Imagens de microscopia Time-Lapse apontando os fibroblastos (indicados por setas) em gel de
colageno tipo | moldado, obtidas por Microscopio de Fluorescéncia Invertido Zeiss (Carl Zeiss AG, Alemanha).
Da esquerda para a direita temos o tempo zero, 30 minutos e 70 minutos.

Por fim, validou-se a viabilidade dos queratindcitos cultivados sobre o colageno micromoldado, a
partir de microscopia confocal (Figura 3).
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Fig. 3 - Imagem obtidas por Microscépio de Fluorescéncia Invertido Zeiss LSM880 com Airyscan (Carl Zeiss
AG, Alemanha), apos 24h de cultivo de fibroblastos e 12h de cultivo de queratindcitos. As células foram fixadas
com paraformaledido 4% e glutaraledido 2,5%, o nucleo foi marcado com DAPI.



Assim como os fibroblastos, as células de queratindcitos sugeriram apresentar morfologia
saudavel, em especial por apresentarem nucleos bem delimitados (pontos brancos na Figura 3). A partir
da imagem obtida por microscopia confocal, foi possivel analisar as dimensdes extraidas de cortes
ortogonais do hidrogel, concluindo que as alturas criadas sobre o hidrogel apresentava dimenséao
proxima da projetada para o micromolde (100 um).

Conclusodes

O dispositivo projetado foi capaz de criar uma topografia uniforme no colageno, através de uma
Gnica etapa de moldagem. Sua aplicacdo nao inibi o crescimento celular tanto no interior da matriz,
guanto em sua superficie.
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