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A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE A SUBSTITUTOS DE PELE CULTIVADOS IN VITRO E, EM
PARTICULAR, A SUBSTITUTOS DE PELE CULTIVADOS IN VITRO QUE TEM FUNGAO DE
BARREIRA MELHORADA. EM ALGUMAS FORMAS DE REALIZACAO, A FUNCAO DE BARREIRA
MELHORADA E UM RESULTADO DE CONDIQOES DE CULTURA MELHORADAS, ENQUANTO
NOUTRAS FORMAS DE REALIZACAO, A FUNCAO DE BARREIRA MELHORADA RESULTA DE
MODIFICACAO GENETICA DE QUERATINOCITOS. AS CONDIGOES DE CULTURA MELHORADAS
PARA MELHORAR A FUNQAO DE BARREIRA INCLUEM CULTURA ORGANOTIPICA NA PRESENCA
DE ACIDO LINOLEICO E/OU ACIDO LINOLEICO A CERCA DE 75% DE HUMIDADE. AS
MODIFICAGOES GENETICAS ADEQUADAS PARA MELHORAMENTO DA FUNGAO DE BARREIRA
INCLUEM TRANSFECCAO COM UMA CONSTRUGAO DE ADN CAPAZ DE EXPRESSAO DE GKLF. A
PRESENTE INVENQAO PROPORCIONA AINDA METODOS MELHORADOS DE UTILIZAQAO
DESSES SUBSTITUTOS DE PELE NO RASTREIO DE COMPOSTOS PARA ACTIVIDADE DE
IRRITACAO, ASSIM COMO PARA IDENTIFICACAO DE NOVOS GENES RESPONSIVOS E
IRRITANTES.



RESUMO

“SUBSTITUTOS DE PELE MELHORADOS E SUAS UTILIZAQéES”

A  presente invencao refere-se a substitutos de pele
cultivados 1in vitro e, em particular, a substitutos de pele
cultivados in vitro que tém funcdo de Dbarreira melhorada. Em
algumas formas de realizacdo, a funcdo de barreira melhorada é
um resultado de condig¢des de cultura melhoradas, enquanto
noutras formas de realizacao, a funcdo de barreira melhorada
resulta de modificacdo genética de queratindécitos. As condicgdes
de cultura melhoradas para melhorar a fungdo de barreira incluem
cultura organotipica na presenca de 4acido linoleico e/ou &cido
linoleico a cerca de 75% de humidade. As modificac¢des genéticas
adequadas para melhoramento da fungcdao de Dbarreira incluem
transfecgcdao com uma construcao de ADN capaz de expressao de
GKLF. A presente invengao proporciona ainda métodos melhorados
de utilizacdo desses substitutos de pele no rastreio de
compostos para actividade de irritacao, assim como para

identificacdo de novos genes responsivos e irritantes.



DESCRICAO

“SUBSTITUTOS DE PELE MELHORADOS E SUAS UTILIZAgéES"

Este ©pedido reivindica ©prioridade para os ©pedidos de
patente provisdérios U.S. com os numeros de série 60/287898,
apresentado a 5/01/2001 e 60/273034, apresentado a 3/02/2001 e
pedidos de Patente U.S. com o N° de Série Ainda Nao Atribuido,
apresentado a 3/1/02 com o Rétulo de Correio Expresso XXX, N° de
Série Ainda N&o Atribuido, apresentado a 3/1/02 com o Rdétulo de
Correio Expresso XXX e N° de Série Ainda Nao Atribuido,
apresentado a 3/1/02 com o Rétulo de Correio Expresso XXX. Este
pedido de patente foi suportado, em parte, pelas bolsas NIH

SBIR 1 R43 AR47499-01 e 1 R43 ES10692-01A1.

Campo da Invengao

A  presente invencdo refere-se a substitutos de pele
cultivados in vitro e, em particular, a substitutos de pele
cultivados in vitro que tém funcado de barreira melhorada, como
definido nas reivindicacgdes. Em algumas formas de realizacao, a
funcdao de barreira melhorada ¢é um resultado de condigdes de
cultura melhoradas, enquanto noutras formas de realizacao, a
funcdo de barreira melhorada resulta de modificacdo genética de
queratindcitos. A  presente invencao refere-se, ainda, a

utilizacdo desses substitutos de pele para testes de irritacéo.



Antecedentes da Invencgéao

Existe um grande mercado para os produtos e servicos de
teste que conseguem prever os efeitos da funcdao de barreira da
pele. Existe uma necessidade particular para ensaios validados
que permitissem que as empresas com compostos de fase inicial
testassem a funcdo de Dbarreira sem recorrerem a testes
epicutédneos animais e humanos dispendiosos. As empresas de
cosméticos despendem, aproximadamente, 50 milhdes a 100 milhdes
de ddlares por ano com este tipo de testes. As empresas de

produtos domésticos e farmacéuticos tém gastos semelhantes.

Além disso, existe um mercado substancial para produtos
para terapia de gueimaduras e para a reparagao ou suporte de
tecidos epiteliais apropriados e outras utilizacgdes de ocluséo
de feridas e pele. Por exemplo, as Ulceras venosas da perna
afectam cerca de 1 milhdo de pessoas nos Estados Unidos e 3
milhdes a nivel mundial e outros estados ulcerosos, tais como
Ulceras diabéticas e Ulceras de pressao (escaras), afectam,
aproximadamente, 10 milhdes de ©pessoas a nivel mundial. Os
cuidados correntes das Ulceras venosas podem levar mais de
6 meses a curar uma ferida e custam mais de 1000000 de ddlares.
Além disso, as ulceras dos pés sao uma causa de destaque da
hospitalizacdao de entre os diabéticos e estima-se gue custem ao
sistema de saude dos EUA mais de mil milhdes de ddlares
anualmente. Estimativas para hospitalizacgdes para gqueimaduras
nos Estados Unidos wvariam entre 60000 e 8000 anualmente e os
custos para recuperacao de lesbes agudas variam entre 36000 e

117000 ddélares por doente.

Uma fungdo fundamental da pele humana ¢é proporcionar uma

barreira a perda de 4&agua transcutdnea e uma barreira para



prevenir a entrada de compostos téxicos ou microrganismos. O
desenvolvimento da barreira de permeabilidade epidérmica requer
a sintese e metabolismo coordenados de proteina especifica de
queratindécitos e produtos lipidicos que sao agrupados na camada
de pele mais externa, o estrato cdérneo. A expressao de muitas
das enzimas chave requeridas para a sintese destes lipidos
extracelulares é regulada positivamente durante a diferenciacéo
de qgueratinécitos ou apds disrupcao da funcgcao de Dbarreira
epidérmica, sugerindo a existéncia de factores de transcricgéao

que funcionam para promover o desenvolvimento da funcao de

barreira (Sando et al., J. Biol. Chem., 271(36): 22044-51
(19906) ; Watanabe et al., J. Biol. Chem., 273 (16) 9651-5
(1998)). A funcao de barreira ¢é comprometida por exposicédo a

substédncias irritantes, por infeccdo e por um numero de doencas,
incluindo dermatite atdpica e psoriase. Os stresses ambientais
podem exacerbar os efeitos destes estados na funcdo de barreira
essencial da pele. Muitas industrias estdo interessadas em que
efeito o seu produto tem na funcdo de barreira da pele. Por
exemplo, as empresas que distribuem farmacos transdermicamente
necessitam de facilitar a penetracdo do agente activo para além
da barreira. As empresas de cosméticos estao interessadas em

descobrirem formulagdes que melhorem a funcdo de barreira.

De modo a testar compostos ou formulacdes antecipadamente
no processo de desenvolvimento com velocidade e exactidao, seria
benéfico ter um sistema de teste in vitro que mimetizasse as
propriedades de Dbarreira da pele humana. Contudo, estudos
publicados indicam que as culturas de equivalentes de pele
existentes, tais como EPIDERM, SKINETHICS ou EPISKIN, tém funcéao
de Dbarreira muito fraca (Ponec et al., J. Invest. Dermatol.,
109(3): 348-55 (1997)). Contudo, tem havido progresso recente

substancial na compreensdo da importédncia da vitamina C,



receptores hormonais nucleares, sintese lipidica e humidade no

correcto desenvolvimento da funcado de barreira (Ponec et al., J.

Invest. Dermatol., 109(3): 348-55 (1997); Denda et al., J.
Invest. Dermatol., 111(5): 858-63 (1998); Hanley et al., J.
Clin. Invest., 100(3): p. 705-12 (1997); Hanley et al., J.
Invest. Dermatol., 113(5): 788-95 (1999)). Em muitos casos,

estes estudos focam-se em sinais quimicos ou ambientais que
desencadeiam 0 programa de desenvolvimento natural que
estabelece a funcado de barreira num momento especifico in utero.
Claramente, existe uma grande necessidade para substitutos de

pele tendo funcédo de barreira melhorada.

Sumdrio da Invengdo

A presente invencdo refere-se a composicgdes como definidas

nas reivindicacgdes.

A presente 1invencdo proporciona composigdes compreendendo
um equivalente de pele humana, o equivalente de pele tendo uma
capaciténcia eléctrica de superficie de 40 a 240 pF. Em algumas
formas de realizacao preferidas, o equivalente de pele tem uma
capaciténcia eléctrica de superficie de cerca de 80 a cerca de
120 pF. O teor combinado de ceramidas 5, 6, e 7 no equivalente
de pele é& de 20 a 50% do teor de ceramida total. Em outras
formas de realizacdo preferidas, o teor de ceramida 2 no
equivalente de pele é de 10 a 40% do teor de ceramida total. O
presente pedido proporciona formas de realizacdo adicionais que

nao fazem parte da invencgao

Em algumas formas de realizacgao, 0 presente pedido

proporciona queratindcitos isolados compreendendo uma sequéncia



codificando GKLF ligado de modo operativo a um promotor exdgeno.
Ainda em formas de realizacdo adicionais, o presente pedido
proporciona uma cultura organotipica de queratindcitos
compreendendo uma sequéncia codificando exdgeno GKLF ligado de

modo operativo a um promotor exdgeno.

Em algumas formas de realizacao, 0 presente pedido
proporciona métodos para preparacgcao de equivalentes de pele
tendo funcgao de Dbarreira melhorada. Em algumas formas de
realizacao, os métodos compreendem proporcionar queratindcitos e
meios de cultura compreendendo &acido ascérbico e acido
linoleico; e o cultivo dos queratindcitos sob condigdes de modo
a que um equivalente de pele tendo funcgao de barreira melhorada
seja formado. Em algumas formas de realizacgdo, as condigdes de
cultura incluem o cultivo a cerca de 50 a 95% de humidade, de um
modo preferido, cerca de 75% de humidade. Em algumas formas de
realizacao preferidas, o 4cido ascérbico é proporcionado a
concentracdo de cerca de 10 a 100 microgramas/mL. Ainda em
formas de realizacdo preferidas adicionais, o acido linoleico é
proporcionado a uma concentracgao desde cerca de 5 a
80 micromolar. o) presente pedido nao esté limitado a
equivalentes de pele formados a partir de uma fonte particular
de queratindcitos. De facto, os equivalentes de pele podem ser
formados a partir de uma variedade de queratindcitos primdrios e
imortais, incluindo mas nao limitados a células NIKS. Ainda em
formas de realizacao adicionais, os queratinécitos expressam
GKLF de tipo selvagem ou variante exdgeno. Ainda em formas de
realizacdao adicionais, o0s queratindécitos sao derivados de duas
fontes diferentes. Noutras formas de realizacdo, o egquivalente
de pele tem uma capaciténcia eléctrica de superficie desde cerca
de 40 a cerca de 240 pF. Em algumas formas de realizacéo

preferidas, o equivalente de pele tem uma capaciténcia eléctrica



de superficie de cerca de 80 a cerca de 120 pF. Em outras formas
de realizacao preferidas, o teor de ceramidas 5, 6, e 7 no
equivalente de pele é de cerca de 20 a cerca de 50% do teor de
ceramida total. Ainda em outras formas de realizacao preferidas,
o teor de ceramida 2 no equivalente de pele é de cerca de 10 a
cerca de 40% do teor de ceramida total. Ainda em formas de
realizacdo adicionais, a presente invencdo proporciona o

equivalente de pele preparado pelo método acabado de descrever.

Noutras formas de realizacadao, o presente pedido proporciona
métodos de preparacdo de equivalentes de pele tendo funcao de
barreira melhorada compreendendo: proporcionar qgueratindcitos e
uma construcdo de ADN compreendendo uma sequéncia codificando
GKLF ligado de modo operativo a um promotor exdgeno; transfectar
0s queratindcitos com a referida <construgcdao de ADN para
proporcionar gueratindcitos transfectados; e cultivar 0s
queratindécitos transfectados sob condigdes de modo a gque um
equivalente de pele tendo funcdao de Dbarreira melhorada seja
formado. Em algumas formas de realizacdao, a etapa de cultivo
compreende cultivar os queratindécitos transfectados em meios de
cultura compreendendo &cido ascérbico e 4&cido linoleico. Em
algumas formas de realizacdo preferidas, o 4&cido ascdérbico &
proporcionado a concentracgao de cerca de 10 a
100 microgramas/mL. Ainda em formas de realizacdo preferidas
adicionais, o 4acido linoleico é proporcionado a uma concentracao
de cerca de 5 a 80 micromolar. O presente pedido nédo esta
limitado a equivalentes de pele formados a partir de uma fonte
particular de qgueratinécitos. De facto, o0s equivalentes de pele
podem ser formados a partir de uma variedade de queratinécitos
primdrios e imortais, incluindo mas ndo limitados a células
NIKS. Ainda em formas de realizacéao adicionais, os

queratindécitos expressam GKLF de tipo selvagem ou variante.



Ainda em formas de realizacdo adicionais, os queratindcitos sao
derivados de duas fontes diferentes. Noutras formas de
realizacdo, o equivalente de pele tem uma capacitdncia eléctrica
de superficie desde cerca de 40 a cerca de 240 pF. Em algumas
formas de realizacado preferidas, o equivalente de pele tem uma
capaciténcia eléctrica de superficie desde cerca de 80 a cerca
de 120 pF. Em outras formas de realizacdo preferidas, o teor de
ceramidas 5, 6 e 7 no equivalente de pele & de cerca de 20 a
cerca de 50% do teor de ceramida total. Ainda em outras formas
de realizacadao preferidas, o teor de ceramida 2 no equivalente de
pele é de cerca de 10 a cerca de 40% do teor de ceramida total.
Ainda em formas de realizacdo adicionais, o presente pedido
proporciona o equivalente de pele preparado pelos métodos

descritos.

Ainda em outras formas de realizacdao, o presente pedido
proporciona métodos para o rastreio de compostos. Em algumas
formas de realizacgdo, os métodos compreendem proporcionar um
equivalente de ©pele tendo uma capacitdncia eléctrica de
superficie desde cerca de 40 a cerca de 240 pF; e tratar o
equivalente de pele com o referido composto. Em formas de
realizacdo adicionais, o método compreende a etapa c) de ensaio
do efeito do referido composto no referido equivalente de pele.
Em algumas formas de realizacdo preferidas, o composto &
seleccionado de uma biblioteca combinatéria. O presente pedido
ndo estd limitado a equivalentes de pele formados a partir de
uma fonte particular de queratindcitos. De facto, os
equivalentes de ©pele podem ser formados a partir de uma
variedade de queratindécitos primarios e imortais, incluindo mas
nao limitados a células NIKS. Ainda em formas de realizacgao
adicionais, o0s queratindécitos expressam GKLF de tipo selvagem ou

variante exdgeno. Ainda em formas de realizacgcdao adicionais, os



queratindécitos sao derivados de duas fontes diferentes. Noutras
formas de realizacdo, o equivalente de pele tem uma capaciténcia
eléctrica de superficie desde cerca de 40 a cerca de 240 pF. Em
algumas formas de realizacdao preferidas, o eqgquivalente de pele
tem uma capacitédncia eléctrica de superficie desde cerca de 80 a
cerca de 120 pF. Em outras formas de realizacgcdao preferidas, o
teor de ceramidas 5, 6, e 7 no equivalente de pele é de cerca de
20 a cerca de 50% do teor de ceramida total. Ainda em outras
formas de realizacdo preferidas, o teor de ceramida 2 no
equivalente de pele é de cerca de 10 a cerca de 40% do teor de

ceramida total.

Noutras formas de realizagdo, o presente pedido proporciona
kits compreendendo, pelo menos, um equivalente de pele tendo uma
capaciténcia eléctrica de superficie desde cerca de 40 a cerca
de 240 pF. Ainda noutras formas de realizacgdo, o kit inclui
meios de cultura para cultivo de, pelo menos, um equivalente de
pele. Em algumas formas de realizacado, o kit compreende, ainda,
instrugdes para cultivo do equivalente de pele. Noutras formas
de realizacao, o kit compreende, ainda, instrucgdes para testagem
de compostos utilizando o referido, pelo menos um, equivalente
de pele. A presente invengdo ndo estd limitada a equivalentes de
pele formados a partir de uma fonte particular de
queratindécitos. De facto, o0s equivalentes de pele podem ser
formados a partir de uma variedade de queratindcitos primarios e
imortais, compreendendo, pelo menos, células NIKS. Ainda em
formas de realizagdo adicionais, os qgueratindcitos expressam
GKLF de tipo selvagem ou variante. Ainda em formas de realizacéo
adicionais, o0s queratindcitos sdo derivados de duas fontes
diferentes. Noutras formas de realizacdo, o equivalente de pele
tem uma capaciténcia eléctrica de superficie desde cerca de 80 a

cerca de 120 pF. Em algumas formas de realizacado preferidas, o



equivalente de pele tem uma capacitdncia eléctrica de superficie
desde cerca de 80 a cerca de 120 pF. Em outras formas de
realizacdo preferidas, o teor de ceramidas 5, 6, e 7 no
equivalente de pele é de cerca de 20 a cerca de 50% do teor de
ceramida total. Ainda em outras formas de realizacao preferidas,
o0 teor de ceramida 2 no equivalente de pele é de cerca de 10 a

cerca de 40% do teor de ceramida total.

Ainda em formas de realizacdo adicionais, o presente pedido
proporciona um método de rastreio de compostos suspeitos de
serem irritantes de pele, compreendendo: proporcionar  um
composto suspeito ser um irritante de pele; um equivalente de
pele compreendendo uma construcgdo de gene repdrter responsivo e
irritante; e a colocacdao do referido equivalente de pele em
contacto com o referido composto; e a medicao do nivel de
expressao génica da referida construcdao de gene repdrter. Em
algumas formas de realizacdo, o equivalente de pele tem uma
capaciténcia eléctrica de superficie desde cerca de 80 a cerca
de 120 pF. Em algumas formas de realizacgdo preferidas, o teor de
ceramidas 5, 6 e 7 no equivalente de pele & de cerca de 20 a
cerca de 50% do teor de ceramida total. ©Noutras formas de
realizacadao, o teor de ceramida 2 no referido equivalente de pele
é de cerca de 10 a cerca de 40% do teor de ceramida total. Em
algumas formas de realizacdo, o equivalente de pele compreende
queratindécitos seleccionados do grupo consistindo em
queratinécitos primdrios e queratindécitos imortalizados. Em
algumas formas de realizacdo, o0s queratinécitos imortalizados
sao células NIKS. Noutras formas de realizacao, 0s
queratinécitos expressam GKLF heterdélogo. Ainda noutras formas
de realizacado, a construcao de repdrter responsivo e irritante
compreende, pelo menos, uma porgdao de um gene seleccionado do

grupo consistindo em interleucina 8 e interleucina 1loa. Em



algumas formas de realizacao preferidas, a porgado compreende uma

regido regulatédria.

O presente pedido também proporciona uma composicao
compreendendo células NIKS compreendendo uma construgao de gene
repdrter responsivo e irritante. Em algumas formas de
realizacdo, as células NIKS tém uma capaciténcia eléctrica de
superficie desde cerca de 40 a cerca de 240 pF. Noutras formas
de realizagdo, as células NIKS tém uma capacitdncia eléctrica de
superficie desde cerca de 80 a cerca de 120 pF. Em algumas
formas de realizacdo, o teor combinado de ceramidas 5, 6, e 7
nas células NIKS é de cerca de 20 a cerca de 50% do teor de
ceramida total. Noutras formas de realizacdo, o teor de ceramida
2 nas referidas células NIKS é de cerca de 10 a cerca de 40% do
teor de ceramida total. Ainda em formas de realizacao
adicionais, as células NIKS expressam GKLF heterdlogo. Em
algumas formas de realizacao, as células NIKS compreende, ainda,
uma construcado de ADN compreendendo uma sequéncia codificando
GKLF ligado de modo operativo a um promotor exdgeno. Ainda
noutras formas de realizacao, as células NIKS compreendem,
ainda, queratindécitos derivados de duas fontes diferentes.
Noutras formas de realizacdao, as células NIKS estdo presentes

como uma aplicacgdo de cultura organotipica.

Ainda noutras formas de realizagdao, o presente pedido
proporciona um método de identificacdo de genes responsivos e
irritantes, compreendendo: proporcionar um composto irritante de
pele; uma matriz de expressao génica; e um equivalente de pele;
e a colocacdo do referido composto irritante de pele em contacto
com o referido equivalente de pele para gerar equivalente de
pele tratado irritante; isolamento de uma primeira amostra de

ARNm do referido equivalente de pele tratado irritante e uma

10



segunda amostra de ARNm do referido equivalente de pele;
colocacao das referidas primeira e segunda amostras de ARNm em
contacto com a referida matriz de expressdo génica; andlise da
referida matriz de expressao génica sob condicgdes de modo a que
seja determinada a identidade dos genes gque Sao expressos em
niveis maiores no referido equivalente de pele tratado irritante
do que no referido equivalente de pele. Em algumas formas de
realizacao, o equivalente de ©pele compreende queratindcitos
humanos cultivados. Noutras formas de realizacao, 0s
queratindécitos humanos cultivados estdo presentes como uma
cultura organotipica. Em algumas formas de «realizacao, a
construcdo de repdrter responsivo e irritante compreende, pelo
menos, uma porgao de um gene seleccionado do grupo consistindo
em interleucina 8 e interleucina la. Em algumas formas de
realizacéo preferidas, a porcgao compreende uma regiao
regulatéria. Em algumas formas de realizacdo, a matriz génica

compreende sequéncias de ADNc humano.

O presente pedido também proporciona substitutos de pele
cultivados in vitro e, em particular, métodos melhorados para
cultura organotipica de substitutos de pele. Em algumas formas
de realizacdo, o presente pedido proporciona processos para
preparagao de um equivalente dérmico semeado, compreendendo:
proporcionar um equivalente dérmico, queratindécitos e meios de
cultura tendo uma interface de ar; cultivar o equivalente
dérmico nos meios de cultura; levantar o equivalente dérmico a
interface de ar para proporcionar um equivalente dérmico
levantado; e semear o equivalente dérmico com os queratindcitos
para proporcionar um equivalente dérmico semeado. A utilizacgéo
de queratindcitos desde uma variedade de fontes esta
contemplada, incluindo mas nao limitada a queratindcitos

seleccionados do grupo consistindo em gqueratindédcitos humanos

11



primarios e queratindécitos humanos imortalizados. Em algumas
formas de realizacéao particularmente preferidas, 0s
queratinécitos imortalizados sao células NIKS. Em algumas formas
de realizacgdo ©preferidas, o equivalente dérmico compreende
colagénio e fibroblastos. A utilizacdo de uma variedade de tipos
de colagénio esta contemplada, incluindo mas ndo limitada a
colagénio de tenddo de <cauda de rato. Do mesmo modo, a
utilizacdo de uma variedade de fibroblastos estd contemplada,
incluindo mas nao limitada a células NHDF. Em algumas formas de
realizagdo particularmente preferidas, a etapa de levantamento
compreende, ainda, a incubacado do equivalente dérmico levantado
na interface de ar durante, pelo menos, seis horas antes da
sementeira. Em outras formas de realizacdo ©particularmente
preferidas, a etapa de levantamento compreende, ainda, a
incubacao do equivalente dérmico levantado na interface de ar
durante, pelo menos, doze horas antes da sementeira. Ainda em
outras formas de realizacdo particularmente preferidas, a etapa
de levantamento compreende, ainda, a incubacdo do equivalente
dérmico levantado na interface de ar durante, pelo menos,
dezoito horas antes da sementeira. Ainda em mais formas de
realizacao preferidas, a etapa de levantamento compreende,
ainda, a incubacéo do equivalente dérmico levantado na interface
de ar durante cerca de 24 horas antes da sementeira. Ainda em
outras formas de realizacdo preferidas, a etapa de levantamento
compreende, ainda, a incubacado do equivalente dérmico levantado
na interface de ar durante cerca de seis horas a cerca de

24 horas antes da sementeira.

Em algumas formas de realizacado, os métodos do presente
pedido compreendem, ainda, a etapa de incubacdo do equivalente
de pele dérmico semeado sob condigbdes de modo a que um

equivalente de ©pele seja formado. Em algumas formas de
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realizacao preferidas, o equivalente de pele é estratificado. Em
formas de realizacdo particularmente preferidas, o equivalente
de pele é estratificado em epitélios escamosos. Ainda em formas
de realizagao adicionais, a presente invencgado proporciona
equivalentes dérmicos semeados e equivalentes de pele produzidos

pelos métodos anteriores.

Ainda noutras formas de realizacdo, o presente pedido
proporciona composicgdes compreendendo uma cémara de crescimento
tendo uma superficie inferior porosa e uma parede lateral, o
inferior poroso tendo nele um equivalente dérmico, em gque O
equivalente dérmico estd substancialmente aderido a parede
lateral da cémara de crescimento. O presente pedido ndo esta
limitado a cémaras de crescimento de qualquer tamanho
particular. De facto, estdo contempladas cémaras de crescimento
de uma variedade de tamanhos. Em algumas formas de realizacéao
preferidas, o inferior poroso da cémara de crescimento tem cerca
de 0,1 a 20,0 centimetros em didmetro. Em outras formas de
realizacao preferidas, o inferior poroso da camara de
crescimento tem cerca de 1,0 centimetros em didmetro. Em algumas
formas de realizacao preferidas, o equivalente dérmico
compreende colagénio e fibroblastos. A utilizacdo de uma
variedade de tipos de colagénio estd contemplada, incluindo mas
ndao limitada a colagénio de tenddo de cauda de rato. Do mesmo
modo, a utilizagcdo de uma variedade de fibroblastos esta
contemplada, incluindo mas nao limitada a células NHDF. Em
algumas formas de realizacdo, a composigcao compreende, ainda,
queratindécitos; em que o0s queratindécitos sdo semeados no
equivalente dérmico para formar um equivalente de pele. 2
utilizacdo de queratindécitos desde uma variedade de fontes estéd
contemplada, incluindo mas nao limitada a queratindcitos

seleccionados do grupo consistindo em queratindédcitos humanos
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primarios e queratindécitos humanos imortalizados. Em algumas
formas de realizacéao particularmente preferidas, 0s
queratinécitos imortalizados sao células NIKS. Em algumas formas
de realizacgéao preferidas, 0os queratindcitos estao
estratificados. Em formas de realizacéo particularmente
preferidas, os queratindécitos estdo estratificados em epitélios

escamosos.

Ainda em formas de realizacdo adicionais, o presente pedido
proporciona uma composicdo compreendendo um equivalente dérmico,
em que o equivalente dérmico contém cerca de 0,2 mg de colagénio
por centimetro quadrado do equivalente dérmico a 2,0 mg de
colagénio por centimetro quadrado do equivalente dérmico. Em
algumas formas de realizacao particularmente preferidas, o
equivalente dérmico contém cerca de 0,22 mg de colagénio por
centimetro quadrado do equivalente dérmico a 1,0 mg de colagénio
por centimetro quadrado do equivalente dérmico. Noutras formas
de realizacado particularmente preferidas, o equivalente dérmico
contém cerca de 0,5 mg de colagénio por centimetro quadrado do
equivalente dérmico. Em algumas formas de realizacao, a
composicéao compreende ainda queratindcitos, em que 0s
queratindécitos sado semeados no equivalente dérmico para formar
um equivalente de pele. A utilizagado de queratindcitos desde uma
variedade de fontes estd contemplada, incluindo mas nao limitada
a queratindécitos seleccionados do grupo consistindo em
queratindcitos humanos primdrios e queratindécitos humanos
imortalizados. Em algumas formas de realizacdo particularmente
preferidas, os queratindécitos imortalizados sao células NIKS. Em
algumas formas de realizacdo preferidas, o0s queratindcitos sao
estratificados. Em formas de realizacao particularmente
preferidas, o0s queratindécitos estdo estratificados em epitélios

escamosos. Em algumas formas de realizacao preferidas, 0
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equivalente dérmico compreende colagénio e fibroblastos. A
utilizacdo de uma variedade de tipos de colagénio estad
contemplada, incluindo mas nao limitada a colagénio de tendao de
cauda de rato. Do mesmo modo, a utilizacdo de uma variedade de
fibroblastos estd contemplada, incluindo mas nado limitada a

células NHDEF.

Ainda em formas de realizacadao adicionais, o presente pedido
proporciona uma composigao compreendendo BSA, isoproterenol,
carnitina, serina, acido oleico, acido linoleico, acido
araquiddénico, oa-tocoferol, &acido ascdérbico e EGF. As quantidades
destes compostos na composicdo podem variar. Em formas de
realizacado preferidas, a BSA, isoproterenol, carnitina, serina,
dcido oleico, 4acido 1linoleico, é&acido araquiddénico, oa-tocoferol,
acido ascérbico e EGF estdao presentes em concentracdes
suficientes para melhorar a funcdo de barreira em equivalentes
de pele cultivados in vitro. Em algumas formas de realizacao, a
composicdo compreende ainda soro. Ainda noutras formas de
realizacdo, as composicdes compreendem ainda, cloreto de calcio,
hidrocortisona, toxina da cdlera, insulina e adenina. Em formas
de realizacadao preferidas, a albumina de SOro bovino é
proporcionada a uma concentracdo de cerca de 0,1-10,0 mg/mL. Em
outras formas de realizacdo preferidas, o 1isoproterenol &
proporcionado a uma concentragdo de cerca de 0,1-10,0 uM. Ainda
em outras formas de realizacdao preferidas, a carnitina &
proporcionada a uma concentracdo de cerca de 1,0-100,0 pM. Em
formas de realizacéao preferidas adicionais, a serina é
proporcionada a uma concentracgdo de cerca de 1,0-100,0 pM. Ainda
em formas de realizacdo preferidas adicionais, o acido oleico é
proporcionado a uma concentracgdo de cerca de 1,0-100,0 pM. Ainda
em outras formas de realizacgdo preferidas, o &cido linoleico é

proporcionado a uma concentracdo de cerca de 1,0-100,0 pM. Em

15



algumas formas de realizacdo preferidas, o acido araquiddnico é
proporcionado a uma concentragdo de cerca de 1,0-100,0 pM. Em
outras formas de realizacado ©preferidas, o o-tocoferol &
proporcionado a uma concentragdo de cerca de 0,1-10,0 uM. Ainda
em outras formas de realizacdo preferidas, o &cido ascérbico é
proporcionado a uma concentracdo de cerca de 0,005-5,0 mg/mL.
Ainda em formas de realizacado preferidas adicionais, o factor de
crescimento epidérmico é proporcionado a uma concentracao de

cerca de 0,1-10,0 ng/mL.

Descrigdo das Figuras

A Figura 1 é a sequéncia de &acidos nucleicos para K1f4d de
murganho (SEQ ID N°: 1).

A Figura 2 ¢é a sequéncia de 4acidos nucleicos para GKLF
humano (SEQ ID N°: 2)

A  Figura 3 mostra Secrecao de IL-1lx por culturas
organotipicas de NIKS.

A Figura 4 proporciona uma representagdo dos pogos de

cultura de algumas formas de realizacado do presente pedido.

Definigdes

Como aqui utilizado, o termo *“GKLF”, quando utilizado em
referéncia a uma proteina ou 4&dcido nucleico refere-se a uma
proteina ou acido nucleico codificando uma proteina que partilha
mais de cerca de 50% de identidade com a SEQ ID N°: 1 e/ou
SEQ ID N°: 2 e 1liga-se ao elemento Dbasico de transcrigdo do
promotor do citocromo p450IAI. A actividade de ligacdo pode ser

convenientemente ensaiada por um ensaio de desvio de gel de
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mobilidade electroforética utilizando o oligonucledtido
GAGAAGGAGGCGTGGCCAAC (SEQ ID N°: 3), como descrito em Zhang
et al., J. Biol. Chem., 273(28): 17917-25 (1998). Deste modo, o
termo GKLF abrange proteinas que sao idénticas a GKLF de tipo
selvagem e as que sdo derivadas de GKLF de tipo selvagem (e. g.,
variantes de GKLF ou genes quiméricos construidos com porgdes de

regides codificantes de GKLF).

Como aqui utilizado, a expressado *“actividade de GKLF “
refere-se a qualquer actividade de GKLF de tipo selvagem. O

termo pretende abranger todas as actividades de GKLF.

Como aqui utilizado, aa expressdes “equivalente de pele” e
“substituto de pele” sao utilizadas com o mesmo significado para
referirem uma cultura de queratindcitos derivada in vitro que se
estratificou em epitélios escamosos, no dque €& designado uma

cultura organotipica.

Como aqui utilizado, a expressao “equivalente dérmico” é
utilizada para referir uma cultura derivada in vitro
compreendendo células de colagénio e fibroblastos. Esta
contemplado que os *“equivalentes dérmicos” podem servir como
substratos para a diferenciacdo de qgueratindcitos numa cultura

organotipica.

Como aqui utilizado, a expressao “interface de ar” refere-
se a interface entre a atmosfera e meio liquido numa placa de

cultura.

Como aqui utilizado a expressao “substancialmente aderido a
uma parede lateral”, quando utilizada em referéncia a um

equivalente dérmico, refere-se a aderéncia fisica de um
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equivalente dérmico a uma parede substancialmente vertical, em
oposicao ao equivalente dérmico em contracgcao ou afastando-se da

parede substancialmente vertical.

Como aqui utilizado, o termo cultura “organotipica” refere-
se a uma cultura de tecidos tridimensional, onde as células
cultivadas sao utilizadas para reconstruir um tecido ou dérgdo in

vitro.

Como aqui utilizado, a expressao “células NIKS” refere-se a
células tendo as caracteristicas das células depositadas como

linha celular ATCC CRL-12191.

Como aqui utilizado, o termo “NHDF” refere-se a células
tendo as caracteristicas de fibroblastos dérmicos humanos

normais.

Como aqui wutilizado, a expressao “teor de ceramidas”
refere-se a uma quantidade de ceramidas numa amostra de
equivalente de pele, como ensaiada por cromatografia de camada

fina de alta resolucéo.

Como aqui wutilizado, a expressao “irritante de pele”
refere-se a um composto que, quando aplicado na pele ou
equivalentes de pele, deduz uma resposta celular caracterizada
pela expressao de um “gene responsivo e irritante”. Os exemplos
de irritantes de pele conhecidos incluem mas nédo estdo limitados
a SDsS, calcipotriol e 4cido trans-retindico. a expressao
“irritante de pele” também  pretende abranger irritantes
desconhecidos ou suspeitos, incluindo mas nao limitados aos

contidos em alguns farmacos, cosméticos e produtos de consumo.
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Como aqui wutilizado, a expressao ‘“gene responsivo e
irritante” refere-se a um gene que €& expresso a um nivel maior
(e. g., como medido pelo nivel de expressao de ARNm) na presencga
de um irritante de pele. Os exemplos de genes responsivos e
irritantes incluem mas nao estdo limitados a Interleucina 8 e
Interleucina loa. O termo “gene responsivo e irritante” também
pretende abranger genes responsivos e irritantes desconhecidos

(e. g., os identificados pelos métodos do presente pedido).

0O termo “gene” refere-se a uma sequéncia de 4&acido nucleico
(e. g., ADN) que compreende sequéncias codificantes necessdarias
para a producao de um polipéptido ou precursor (e. g., GKLF). O
polipéptido pode ser codificado por uma sequéncia codificante de
comprimento completo ou por qualquer porgao da sequéncia
codificante, desde que a actividade desejada ou propriedades
funcionais (e. g., actividade enzimdtica, 1ligacdo de 1ligando,
transducdo de sinal, etc.) do fragmento ou de comprimento
completo sejam retidas. O termo também abrange a regiao
codificante de um gene estrutural e as sequéncias incluidas
localizadas adjacentes a regido codificante nas extremidades 5’
e 3’ para uma disténcia de cerca de 1 kb em cada extremidade, de
modo a gque O gene corresponda ao comprimento do ARNm de
comprimento completo. As sequéncias que estao localizadas em 57
da regido codificante e qgue estao presentes no ARNm sao
referidas como sequéncias nao traduzidas 5’. As sequéncias que
estdo localizadas em 3’ ou a montante da regido codificante e
que estdo presentes no ARNm sao referidas como sequéncias néo
traduzidas 3’. 0O termo “gene” abrange as formas de ADNc e
gendmicas de um gene. Uma forma gendmica ou clone de um gene
contém a regiado codificante interrompida com sequéncias néao
codificantes, designadas *“intrdes” ou “regides intervenientes”

ou “sequéncias intervenientes”. Os 1intrdes s&do segmentos de um
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gene que sao transcritos em ARN nuclear (ARNhn); o0s intrdes
podem conter elementos regulatdrios, tal como estimuladores. Os
intrdes sao removidos ou “excisados” do transcrito nuclear ou
primario; por conseguinte, os intrdes estdao ausentes no
transcrito de ARN mensageiro (ARNm). O ARNm funciona durante a
traducdo para especificar a sequéncia ou ordem dos aminodcidos

num polipéptido nascente.

Em particular, a expressao “gene de GKLF” refere-se a
sequéncia nucleotidica de GKLF de comprimento completo (e. g.,
contida na SEQ ID N°: 2). Contudo, também se pretende dque o
termo abranja fragmentos da sequéncia de GKLF, assim como outros
dominios na sequéncia nucleotidica de GKLF de comprimento
completo. Além disso, as expressodes “sequéncia nucleotidica de
GKLEF"” ou “sequéncia polinucleotidica de GKLE"” abrangem

sequéncias de ADN, ADNc e ARN (e. g., ARNm).

Como aqui utilizado, o termo “matriz génica” refere-se a um
suporte sdélido (e. g., um filtro, uma l&mina de vidro ou um
microchip) a gque é afixada uma pluralidade de sequéncias de
dcidos nucleicos. Como aqui utilizado, a expressdo “matriz de
expressao génica” refere-se a uma matriz génica para utilizacéo
na medicado da expressao de genes qgue estdao contidos na matriz.
Em formas de realizacdao preferidas, as sequéncias de 4&cidos
nucleicos afixadas a uma matriz de expressdo génica séao

sequéncias de ADNc.

Onde as sequéncias de aminodcidos sejam aqui enumeradas
para referir uma sequéncia de aminodcidos de uma molécula de
proteina de ocorréncia natural, sequéncia de aminodcidos e
termos semelhantes, tais como polipéptido ou proteina, nao se

destinam a limitar a sequéncia de aminodcidos a sequéncia de
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aminodcidos nativa, completa, associada a molécula de proteina

enumerada.

Além de conterem intrdes, as formas gendmicas de um gene
também podem incluir sequéncias localizadas na extremidade 5’ e
3’7 das sequéncias que estdao presentes no transcrito de ARN.
Estas sequéncias sao referidas como sequéncias ou regides
“flanqueantes” (estas sequéncias flanqueantes estdao localizadas

57 ou 3’ as sequéncias ndo traduzidas presentes no transcrito de

ARNm) . A regiao flangqueante 57 pode conter sequéncias
regulatérias, tais como promotores e estimuladores, que
controlam ou influenciam a transcricdo do gene. A regiao

flanqueante 3’ pode conter sequéncias que dirigem a terminacao

da transcricado, clivagem pds—-transcricional e poliadenilacéo.

A expressao “de tipo selvagem” refere-se a um gene ou
produto génico que tem as caracteristicas desse gene ou produto
génico quando isolado desde de uma fonte de ocorréncia natural.
Um gene de tipo selvagem é agquele que € mais frequentemente
observado numa populacdao e ¢é, deste modo, arbitrariamente
designado a forma “normal” ou *“de tipo selvagem” do gene. Em
contraste, oS termos “modificado”, “mutante” e “variante”
referem-se a um gene ou produto génico que exibe modificacgdes em
sequéncia e ou propriedades funcionais (i. e., caracteristicas
alteradas), quando comparado com O gene ou produto génico de
tipo selvagem. Importa notar que podem ser isolados mutantes de
ocorréncia natural; estes sdo identificados pelo facto de que,
quando comparados com O gene ou produto génico de tipo selvagem,

podem ter caracteristicas alteradas.

Como aqui utilizado, as expressbes “molécula de 4acido

nucleico codificando”, “sequéncia de ADN codificando” e “ADN
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codificando” referem-se a ordem ou sequéncia de
desoxirribonucledtidos ao longo de uma cadeia de acido
desoxirribonucleico. A ordem  destes desoxirribonucledtidos
determina a ordem  dos aminodcidos ao longo da cadeia
polipeptidica (proteina). A sequéncia de ADN, deste modo,
codifica para a sequéncia de aminodcidos.

41

Como aqui wutilizado, as expressdes um oligonucledétido
tendo uma sequéncia nucleotidica codificando um gene” e
“polinucledétido tendo uma sequéncia nucleotidica codificando um
gene” significam uma sequéncia de dcidos nucleicos compreendendo
a regidao codificante de um gene ou, por outras palavras, a
sequéncia de 4acidos nucleicos que codifica um produto génico. A
regido codificante pode estar presente numa forma de ADNc, ADN
genémico ou ARN. Quando presente numa forma de ADN, o
oligonucledétido ou polinucledtido pode ser de cadeia dUnica
(i. e., a cadeia sentido) ou de cadeia dupla. Elementos de
controlo adequados, tails como estimuladores/promotores, Jjuncdes
de excisao, sinais de poliadenilacao, etc., podem ser colocados
em proximidade imediata com a regidao codificante do gene, se
necessario para permitir apropriada iniciagdo de transcrigéao
e/ou processamento correcto do transcrito de ARN primédrio.

Alternativamente, a regido codificante utilizada nos vectores de

expressao do presente pedido pode conter
estimuladores/promotores, jungdes de excisao, sequéncias
intermédias, sinais de poliadenilacéao, etc., enddgenos, ou uma

combinacdo de elementos de controlo enddgenos e exdgenos.

Como aqui utilizado, a expressao “elemento regulatdrio”
refere-se a um elemento genético que controla algum aspecto da
expressdo das sequéncias de 4cidos nucleicos. Por exemplo, um

promotor é um elemento regulatdério que facilita a iniciacao da
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transcricdo de uma regido codificante ligada de modo operativo.
Outros elementos regulatdrios incluem sinais de excisdo, sinais

de poliadenilacado, sinais de terminacédo, etc.

Como aqui utilizado, 0s termos “complementar” ou
“complementaridade” sao utilizados em referéncia a
polinucledétidos (i. e., uma sequéncia de nucledtidos)
relacionados pelas regras de emparelhamento de bases. Por

exemplo, a sequéncia “5'-A-G-T-3'"” €& complementar a sequéncia
“37"-T-C-A-5'". A complementaridade pode ser “parcial”, na qgual
apenas algumas das bases dos acidos nucleicos tém
correspondéncia de acordo com as regras de emparelhamento de
bases. 0u, pode haver complementaridade “completa” ou *“total”
entre os 4&cidos nucleicos. O grau de complementaridade entre
cadeias de 4acido nucleico tem efeitos significativos na
eficiéncia e forca de hibridagdo entre cadeias de acido
nucleico. Isto € de importadncia particular em reacgdes de
amplificacdo, assim como métodos de detecgcdao que dependem da

ligagao entre acidos nucleicos.

o) termo “homologia” refere-se a um grau de
complementaridade. Pode ter-se homologia parcial ou homologia
completa (i. e., identidade) . Uma sequéncia parcialmente
complementar ¢é aquela que, pelo menos, inibe parcialmente uma
sequéncia completamente complementar de se hibridar a um &cido
nucleico alvo e é referida wutilizando a expressdao funcional
“substancialmente homdloga”. A expressao “inibicdao de ligacao”,
quando utilizado em referéncia a ligacdo de 4&acido nucleico,
refere-se a inibicdo da 1ligagdo causada por competicao de
sequéncias homdélogas para ligacdao a uma sequéncia alvo. A
inibicdo da hibridacdo da sequéncia completamente complementar a

sequéncia alvo pode ser examinada utilizando um ensaio de
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hibridacao (transferéncia de Southern ou Northern, solucao de
hibridacdo e semelhantes) sob condigdes de baixa estringéncia.
Uma sequéncia ou sonda substancialmente homdéloga competird e
inibird a ligacdo (i. e., a hibridacdo) de um homdélogo completo
a um alvo sob condigdes de baixa estringéncia. Isto nao quer
dizer que as condicgdes de baixa estringéncia sejam de modo a qgue
a ligagcdo nao especifica seja permitida; condigcdes de baixa
estringéncia requerem que a ligacao de duas sequéncias entre si
seja uma interaccao especifica (i. e., selectiva). A auséncia de
ligacao nao especifica pode ser testada pela utilizacdao de um
segundo alvo que nao tem sequer um grau parcial de
complementaridade (e. g., inferior a cerca de 30% de
identidade); na auséncia de ligacgdo nao especifica, a sonda nao

se 1rd hibridar ao segundo alvo ndo complementar.

Sabe-se bem na técnica que podem ser empregues numerosas
condig¢des equivalentes para compreender condigdes de baixa
estringéncia; factores, tais como o comprimento e natureza (ADN,
ARN, composicdo de bases) da sonda e natureza do alvo (ADN, ARN,
composicao de bases, presentes em solugdo ou imobilizados, etc.)
e a concentragdao dos sais e outros componentes (e. g., a
presenca ou auséncia de formamida, sulfato de dextrano,
polietilenoglicol), sao considerados e a solucdo de hibridacéo
pode ser variada para gerar condicdes de baixa estringéncia de
hibridacdo diferentes, mas equivalentes as condig¢des listadas
acima. Além disso, conhecem-se na técnica condigdes gque promovem
a hibridacdo sob condigdes de elevada estringéncia (e. g.,
aumentando a temperatura da hibridacdo e/ou etapas de lavagem,

utilizacao de formamida na solucgao de hibridacgao, etc.).

Quando utilizado em referéncia a uma sequéncia de 4&cidos

nucleicos de cadeia dupla, tais como um ADNc ou clone gendmico,
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a expressao “substancialmente homélogo” refere-se a qualquer
sonda que pode hibridar-se a uma ou ambas as cadeias da
sequéncia de &cidos nucleicos de cadeia dupla sob condigdes de

baixa estringéncia, como descrito abaixo.

Quando utilizado em referéncia a uma sequéncia de &cidos
nucleicos de cadeia Unica, a expressao “substancialmente
homélogo” refere-se a qualquer sonda que pode hibridar-se
(i. e., é& o complemento de) da sequéncia de &acidos nucleicos de
cadeia Unica sob condic¢des de baixa estringéncia, como descrito

acima. -

Como aqui utilizado, a expressdo “compete para ligacao” é
utilizada em referéncia a um primeiro polipéptido com uma
actividade que se liga ao mesmo substrato que um segundo
polipéptido com uma actividade, onde o segundo polipéptido é um
variante do primeiro polipéptido ou um polipéptido relacionado
ou dissemelhante. A eficiéncia (e. g., cinética ou
termodinédmica) de ligagdo pelo primeiro polipéptido pode ser
igual, superior ou inferior a eficiéncia da ligacao de substrato
pelo segundo polipéptido. Por exemplo, a constante de ligacado de
equilibrio (Kp) para ligacao ao substrato pode ser diferente para
os dois polipéptidos. O termo “K,”, como agqui utilizado, refere-
se a constante de Michaelis-Menton para uma enzima e é definido
como a concentragcao do substrato especifico a gque uma dada
enzima produz metade da sua velocidade maxima numa reacgao

catalisada por enzima.

Como aqui utilizado, o termo “hibridacgao” ¢é utilizado em
referéncia ao emparelhamento de &cidos nucleicos complementares.
A hibridacdo e a forgca de hibridacdo (i. e., a forga da

associacdo entre o0s Aacidos nucleicos) sdo impactadas por
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factores, tais como o grau de complementaridade entre os 4&cidos
nucleicos, estringéncia das condicg¢des envolvidas, a Tn do hibrido

formado e a razdo G:C nos acidos nucleicos.

Como aqui utilizado, o termo “T,” é utilizado em referéncia
a “temperatura de fusdo”. A temperatura de fusdo €& a temperatura
a que uma populacdo de moléculas de &acido nucleico de cadeia
dupla se torna semi-dissociada em cadeias uUnicas. A equacao para
o cdlculo da T, de &cidos nucleicos é bem conhecida na técnica.
Como indicado por referéncias padrao, uma estimativa simples do
valor de T pode ser calculada pela equacgao:
T, = 81,5 + 0,41(% G + C), quando um &cido nucleico esta em
solucao aquosa de NaCl a 1 M (Ver, e. g., Anderson e Young,
Quantitative Filter Hybridization, em Nucleic Acid Hybridization
[1985]). Outras referéncias incluem calculos mais sofisticados
que tém em conta caracteristicas estruturais, assim como de

sequéncia, para o cdalculo da Tg.

Como aqui utilizado, o termo *estringéncia” é utilizado em
referéncia as condigdes de temperatura, forca idnica e a
presencga de outros compostos, tal como solventes orgénicos, sob
0s quais as hibridacdes de 4&cido nucleico sao conduzidas. Os
especialistas na técnica reconhecerdo que as condigdes de
“estringéncia” podem ser alteradas pela variacdo dos parametros
acabados de descrever, individualmente ou em concertacdao. Com
condigdes de “elevada estringéncia”, o emparelhamento de bases
de 4cido nucleico ocorrerd apenas entre fragmentos de 4&acido
nucleico que tenham uma elevada frequéncia de sequéncias de
bases complementares (e. g., a hibridacdo sob condigdes de
“elevada estringéncia” pode ocorrer entre homélogos com cerca de
85-100% de identidade, de um modo preferido, cerca de 70-100% de

identidade) . Com condigdes de média estringéncia, o)
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emparelhamento de bases de 4acido nucleico ocorrerd entre acidos
nucleicos com uma frequéncia intermédia de sequéncias de bases
complementares (e. g., a hibridacdao sob condig¢des de “média
estringéncia” pode ocorrer entre homdlogos com cerca de 50-70%
de identidade). Deste modo, condig¢des de “fraca” ou “baixa”
estringéncia sao frequentemente requeridas com &cidos nucleicos
que sao derivados de organismos que sao geneticamente diversos,
visto que a frequéncia de sequéncias complementares é

habitualmente menor.

“Condicdes de elevada estringéncia”, gquando utilizado em
referéncia a hibridacdo de 4&acido nucleico, compreende condicgdes
equivalentes a ligacado ou hibridacao a 42 °C, numa solucéo
consistindo em 5X SSPE (NaCl a 43,8 g/L, NaH;PO, H:O a 6,9 g/L e
EDTA a 1,85 g/L, pH ajustado para 7,4 com NaOH), SDS a 0,5%,
reagente de Denhardt 5X e ADN de esperma de salmao desnaturado a
100 pg/mL, seguidas de lavagem numa solugdo compreendendo 0,1X
SSPE, SDS a 1,0%, a 42 °C, guando & empregue uma sonda de cerca

de 500 nucledétidos em comprimento.

“Condigdes de média estringéncia”, quando wutilizado em
referéncia a hibridacdo de 4&acido nucleico, compreende condicgdes
equivalentes a 1ligagcdo ou hibridacdo a 42 °C, numa solugao
consistindo em 5X SSPE (NaCl a 43,8 g/L, NaH,PO, H,O a 6,9 g/L e
EDTA a 1,85 g/L, pH ajustado para 7,4 com NaOH), SDS a 0,5%,
reagente de Denhardt 5X e ADN de esperma de salmao desnaturado a
100 pg/mL, seguidas de lavagem numa solugdo compreendendo 1,0X
SSPE, SDS a 1,0%, a 42 °C, guando & empregue uma sonda de cerca

de 500 nucledtidos em comprimento.

“Condigdes de Dbaixa estringéncia” compreende condigdes

equivalentes a 1ligacado ou hibridacao a 42 °C, numa solugao
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consistindo em 5X SSPE (NaCl a 43,8 g/L, NaHPO, H,O a 6,9 g/L e
EDTA a 1,85 g/L, pH ajustado para 7,4 com NaOH), SDS a 0,1%,
reagente de Denhardt 5X [o Denhardt 50X contém por 500 mL: 5 g
de Ficoll (Tipo 400, Pharmacia), 5 g de BSA (Fraccao V; Sigma)]
e ADN de esperma de salmao desnaturado a 100 pg/mL, seguidas de
lavagem numa solugao compreendendo 5X SSPE, SDS a 0,1%, a 42 °C,
quando ¢é empregue uma sonda de cerca de 500 nucledétidos em

comprimento.

As seguintes expressdes sao utilizadas para descrever as

relacbes de sequéncia entre dois ou mais polinucledtidos:

“sequéncia de referéncia”, “identidade de sequéncia”,
“percentagem de identidade de sequéncia” e “identidade
substancial”. Uma *“sequéncia de referéncia” € uma sequéncia

definida wutilizada como uma base para uma comparacgao de
sequéncia; uma sequéncia de referéncia pode ser um subconjunto
de uma sequéncia maior, por exemplo, como um segmento de uma
sequéncia de ADNc de comprimento completo, dada numa listagem de
sequéncias ou pode compreender uma sequéncia génica completa. Em
geral, uma sequéncia de referéncia tem, pelo menos,
20 nucledétidos em comprimento, frequentemente, pelo menos,
25 nucledétidos em comprimento e, frequentemente, pelo menos,
50 nucledétidos em comprimento. Visto gque dois polinucledtidos
podem cada (1) compreender uma sequéncia (i. e., uma porcao da
sequéncia polinucleotidica completa) que € semelhante entre os
dois polinucledétidos e (2) pode compreender, ainda, uma
sequéncia que ¢é divergente entre os dois polinucledtidos, as
comparacgdes de sequéncia entre dois (ou mais) polinucledtidos
sdo, tipicamente, realizadas pela comparagdo de sequéncias dos
dois polinucledétidos ao longo de uma “janela de comparagao” para
identificar e comparar regides locais de semelhanca de

sequéncia. Uma “janela de comparacao”, como aqui utilizado,
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refere-se a um segmento conceptual de, pelo menos, 20 posicdes
nucleotidicas contiguas, em que uma sequéncia polinucleotidica
pode ser comparada a uma sequéncia de referéncia de, pelo menos,
20 nucledétidos contiguos e em que a porgao da sequéncia
polinucleotidica na Jjanela de comparacao pode compreender
adicbes ou delecgdes (i. e., lacunas) de 20 por cento ou menos,
em comparacdo a sequéncia de referéncia (que nao compreende
adicodes ou delecdes) para alinhamento 6ptimo das duas
sequéncias. O alinhamento éptimo de sequéncias para alinhamento
de uma janela de comparacao pode ser conduzido pelo algoritmo de
homologia local de Smith e Waterman [Smith e Waterman, Adv.
Appl. Math. 2: 482 (1981)]1, pelo algoritmo de alinhamento de
homologia de Needleman e Wunsch [Needleman e Wunsch, J. Mol.
Biol. 48:443 (1970)], pelo método de pesquisa para semelhanca de
Pearson e Lipman [Pearson e Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.A.) 85:2444 (1988)]1, por 1implementacdes computorizadas
destes algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no Pacote de
Software do Wisconsin Genetics, Langamento 7.0, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.) ou por inspeccéao
e o melhor alinhamento (i. e., resultando na percentagem de
homologia mais elevada ao longo da janela de comparacao), gerado
pelos diversos métodos, € seleccionado. A expressao *“identidade
de sequéncia” significa que duas sequéncias polinucleotidicas
sao idénticas (i. e., numa base de nucledétido-por—-nucledtido) ao
longo da Jjanela de comparagdao. A expressao “percentagem de
identidade de sequéncia” ¢é calculado pela comparacao de duas
sequéncias alinhadas de modo dptimo, ao longo da Jjanela de
comparacao, determinacao do numero de posicdes em que a base de
dacido nucleico idéntica (e. 9., A, T, C, G, U ou I) ocorre em
ambas as sequéncias, para produzir o numero de posigdes
correspondentes, divisao do numero de posicdes correspondentes

pelo numero total de posicdes na janela de comparacgcao (i. e., O
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tamanho de janela) e multiplicacdao do resultado por 100, para
produzir a percentagem de identidade de sequéncia. As expressdes
“identidade substancial”, como aqui utilizado, denotam uma
caracteristica de uma sequéncia polinucleotidica, em que ©
polinucledétido compreende uma sequéncia que tem, pelo menos, 85
por cento de identidade de sequéncia, de um modo preferido, pelo
menos, 90 a 95 por cento de identidade de sequéncia, de um modo
mais habitual, pelo menos, 99 por cento de identidade de
sequéncia, em comparagao com uma sequéncia de referéncia ao
longo de uma Jjanela de comparacao de, pelo menos, 20 posicgdes
nucleotidicas, fregquentemente, ao longo de uma Jjanela de, pelo
menos, 25-50 nucledtidos, em que a percentagem de identidade de
sequéncia é calculada pela comparacao da sequéncia de referéncia
a sequéncia polinucleotidica que pode incluir delecgdes ou
adigdes que totalizam 20 por cento ou menos da sequéncia de
referéncia ao longo da Jjanela de comparacao. A sequéncia de
referéncia pode ser um subconjunto de uma sequéncia maior, por
exemplo, como um segmento das sequéncias de comprimento completo

das composicdes do presente pedido (e. g., GKLF).

Como aplicado a polipeptideos, a expressadao “identidade
substancial” significa que duas sequéncias peptidicas, gquando
optimamente alinhadas, tal como pelos programas GAP ou BESTFIT
utilizando ponderacgdes de lacuna pré-definidas, partilham, pelo
menos, 80 por cento de identidade de sequéncia, de um modo
preferido, pelo menos, 90 por cento de identidade de sequéncia,
de um modo mais preferido, pelo menos, 95 por cento de
identidade de sequéncia ou mais (e. g., 99 por cento de
identidade de sequéncia). De um modo preferido, as posicgdes de
residuos que nao sao idénticas diferem em substituicdes

conservativas de aminodcidos. As substituicdes conservativas de

aminodcidos referem-se a permutabilidade de residuos tendo
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cadeias laterais semelhantes. Por exemplo, um  grupo de
aminodcidos tendo cadeias laterais alifaticas ¢é glicina,
alanina, valina, leucina e isoleucina; um grupo de aminodcidos
tendo cadeias laterais de hidroxilo alifdticas € serina e
treonina; um grupo de aminodcidos tendo cadeias laterais
contendo amida é asparagina e glutamina; um grupo de aminodcidos
tendo cadeias laterais aromdticas ¢é fenilalanina, tirosina e
triptofano; um grupo de aminodcidos tendo cadeias laterais
bdsicas ¢é lisina, arginina e  histidina; e um grupo de
aminodcidos tendo cadeias laterais contendo enxofre é cisteina e

metionina. Os grupos de substituicdo conservativa de aminoédcidos

preferidos sao: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-
tirosina, lisina-arginina, alanina-valina e asparagina-—
glutamina.

Como aqui utilizado, a expressao “molécula de  ADN

recombinante”, como aqui utilizado, refere-se a uma molécula de
ADN que ¢é constituida por segmentos de ADN unidos em conjunto

por meio de técnicas bioldgicas moleculares.

O termo “isolado”, quando utilizado em relacdo a um Aacido

41

nucleico, como em um oligonucledétido isolado” ou
“polinucledtido isolado”, refere-se a uma sequéncia de 4&cidos
nucleicos que é identificada e separada de, pelo menos, um acido
nucleico contaminante com o qual estd habitualmente associada na
sua fonte natural. O &dcido nucleico isolado estd presente numa
forma ou configuracao que ¢é diferente daquela na qual &
encontrada na natureza. Em contraste, acidos nucleicos nao
isolados sdo acidos nucleicos, tais como ADN e ARN, verificados
no estado em que existem na natureza. Por exemplo, uma dada

sequéncia de ADN (e. g., um gene) é verificada no cromossoma de

célula hospedeira na proximidade de genes vizinhos; as
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sequéncias de ARN, tal como uma sequéncia especifica de ARNm
codificando uma proteina especifica, sdo verificadas na célula
como uma mistura com numerosos outros ARNm que codificam um
sem—-numero de proteinas. Contudo, o &acido nucleico isolado
codificando GKLF inclui, a titulo exemplificativo, esse 4acido
nucleico em células expressando habitualmente GKLF onde o 4&acido
nucleico estd numa localizacdo cromossdémica diferente da das
células naturais ou estda, de outro modo, flanqueado por uma
sequéncia de Acidos nucleicos diferente da verificada na
natureza. O 4&cido nucleico, oligonucledétido ou polinucledtido
isolados podem estar presentes na forma de cadeia uUnica ou
cadeia dupla. Quando um &cido nucleico, oligonucledtido ou
polinucledétido isolado se destina a ser utilizado para expressar
uma proteina, o oligonucledtido ou polinucledtido conterd, no
minimo, a cadeia sentido ou codificante (i. e., o)
oligonucledétido ou polinucledtido pode ser de cadeia unica), mas
pode conter as cadeias sentido e anti-sentido (i. e., ©

oligonucledétido ou polinucledtido pode ser de cadeia dupla).

Como aqui utilizado, o termo *“porcgao’”, quando em referéncia
a uma sequéncia nucleotidica (como em “uma porcado de uma dada
sequéncia nucleotidica™), refere-se a fragmentes dessa
sequéncia. Os fragmentos podem variar em tamanho desde quatro
nucledétidos até a sequéncia nucleotidica integral menos um

nucledétido (10 nucledtidos, 20, 30, 40, 50, 100, 200, etc.).

Como aqui wutilizado, a expressdao “regiao codificante”,
quando utilizado em referéncia a gene estrutural, refere-se as
sequéncias nucleotidicas que codificam os aminodacidos
verificados no polipéptido nascente, como resultado de traducgéao
de uma molécula de ARNm. A regido codificante estd limitada, em

eucariotas, no lado 5’ pelo tripleto nucleotidico “ATG” que
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codifica a metionina iniciadora e no lado 3’ por um dos trés
tripletos que especificam coddes de terminacao (i. e., TAA, TAG,

TGA) .

Como aqui wutilizado, a expressao “purificado” ou “para

purifica” refere-se a remocao de contaminantes de uma amostra.

Como aqui wutilizado, o termo “vector” ¢é utilizado em
referéncia a moléculas de &cido nucleico que transferem
segmento(s) de ADN de uma célula para outra. 0 termo
“transportador” é, por vezes, utilizado com o mesmo significado

que “wvector”.

A expressao “vector de expressao”, como aqui utilizada,
refere-se a uma molécula de ADN recombinante contendo uma
sequéncia codificante desejada e sequéncias de &cidos nucleicos
apropriadas, necessarias para a expressao da sequéncia
codificante ligada de modo operativo num organismo hospedeiro
particular. As sequéncias de 4&acidos nucleicos necessarias para

expressao em procariotas incluem, habitualmente, um promotor, um

operador (opcional) e um sitio de 1ligagcao de ribossoma,
frequentemente juntamente com outras sequéncias. As células
eucaridticas sao conhecidas por utilizarem promotores,

estimuladores e sinais de terminacdo e poliadenilacéao.

Como aqui wutilizado, a expressao “célula hospedeira”
refere-se a qualquer célula eucaridtica ou procaridtica (e. g.,
células bacterianas, tails como E. coli, células de levedura,
células mamiferas, células aviarias, células anfibias, células
vegetais, células de peixes e células de insecto), quer
localizadas in vitro ou 1in vivo. Por exemplo, as células

hospedeiras podem estar localizadas num animal transgénico.
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Os termos “sobreexpressao” e “sobreexpressando” e
equivalentes gramaticais, sao utilizados em referéncia a niveis
de ARNm para indicar um nivel de expressao de, aproximadamente,
3 vezes mais elevada do gque a tipicamente observada num dado
tecido num animal de controlo ou nao transgénico. 0Os niveis de
ARNm sdo medidos wutilizando qualquer de varias técnicas
conhecidas dos especialistas na técnica, incluindo mas néao
limitadas a andlise de transferéncia de Northern. Controlos
apropriados estdao incluidos na transferéncia de Northern para
controlar para diferencas numa quantidade de ARN carregado de
cada tecido analisado (e. g., a quantidade de ARNr 28S, um
abundante transcrito de ARN presente essencialmente na mesma
quantidade em todos os tecidos, presente em cada amostra, pode
ser utilizada como um meio de normalizacdo ou padronizacao do
sinal especifico de ARNm de GKLF observado em transferéncias de
Northern). A quantidade de ARNm presente na banda correspondendo
em tamanho ao ARN de transgene de GKLF correctamente excisado é
quantificada; outras espécies de ARN menores que se hibridam a
sonda de transgene nao sao consideradas na quantificacao da

expressao do ARNm transgénico.

O termo “transfeccdo”, como aqui utilizado, refere-se a
introducao de ADN estranho em células eucaridticas. A
transfecgdo pode ser alcangada por uma variedade de meios
conhecidos na técnica, incluindo co-precipitagcdo de ADN por
fosfato de cédlcio, transfecgcdo mediada por DEAE-dextrano,
transfeccao mediada por polibreno, electroporacao,
micro-injeccgao, fusdo de lipossomas, lipofeccao, fusdao de

protoplastos, infecgdo retroviral e biolistica.
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0 termo “transfeccdo estavel” ou “transfectado de um modo
estavel” refere-se a introducdo e integracdao de ADN estranho no
genoma da célula transfectada. O termo “transfectante estavel”
refere-se a uma célula que integrou, de um modo estdavel, ADN

estranho no ADN gendmico.

A expressao “transfeccao transiente” ou “transfectado de um
modo transiente” refere-se a introducdo de ADN estranho numa
célula onde o ADN estranho nado se integra no genoma da célula
transfectada. O ADN estranho persiste no nucleo da célula
transfectada durante varios dias. Durante este tempo, o ADN
estranho ¢ submetido aos controlos regulatdérios que governam a
expressao de genes enddgenos nos cromossomas. A expressao
“transfectante transiente” refere-se a células que absorveram

ADN estranho mas ndo integraram este ADN.

A expressdo “co-precipitacdo por fosfato de cdlcio” refere-
se a uma técnica para a introducdo de 4&acidos nucleicos numa
célula. A absorcdao de 4&cidos nucleicos por células € melhorada
quando o 4acido nucleico é apresentado como um co-precipitado de
dcido nucleico por fosfato de cdlcio. A técnica original de
Graham e van der Eb (Graham e van der Eb, Virol., 52:456 [19731)
foli modificada por véarios grupos para optimizar as condicgdes
para tipos particulares de células. Estas numerosas modificacdes

estdao ao corrente da técnica.

Uma “composigao compreendendo uma dada sequéncia
polinucleotidica’”, como agqui utilizado, refere-se em geral a
qualguer composigao contendo a sequéncia polinucleotidica dada.
A composicao pode compreender uma solugao aquosa. As composicgdes
compreendendo  sequéncias polinucleotidicas codificando  GKLF

(e. g., SEQ ID N°: 2) ou seus fragmentos podem ser empregues
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como sondas de hibridacao. Neste caso, as sequéncias
polinucleotidicas codificando GKLF sao, tipicamente, empregues
numa solugdo aquosa contendo sais (e. g., NaCl), detergentes
(e. g., SDS) e outros componentes (e. g., solucao de Denhardt,

leite seco, ADN de esperma de salmédo, etc.).

A  expressao “composto de teste” refere-se a qualquer
entidade quimica, medicamento, farmaco e semelhantes que pode
ser utilizado para tratar ou prevenir uma doenca, enfermidade,
moléstia ou disturbio de funcdo corporal ou, de outro modo,
alterar o estado fisioldgico ou celular de uma amostra. Os
compostos de teste compreendem compostos terapéuticos conhecidos
e potenciais. Um composto de teste pode ser determinado como
sendo terapéutico por rastreio, utilizando os métodos de
rastreio do presente pedido. Um *“composto terapéutico conhecido”
refere-se a um composto terapéutico que mostrou (e. g., através
de ensaios animais ou experiéncia anterior com administracao a

humanos) ser eficaz nesse tratamento ou prevencao.

O termo “amostra’”, como aqui utilizado, é utilizado no seu
sentido mais amplo. Uma amostra suspeita de conter um cromossoma
humano ou sequéncias associadas a um cromossoma humano pode
compreender uma célula, cromossomas 1isolados de uma célula
(e. g., uma propagacdao de cromossomas na metdfase), ADN gendmico
(em solucdo ou ligado a um suporte sdé6lido, tal como para andlise
de transferéncia de Southern), ARN (em solugao ou ligado a um
suporte sdélido, tal <como para andlise de transferéncia de
Northern), ADNc (em solugcao ou ligado a um suporte sdélido) e
semelhantes. Uma amostra suspeita de conter uma proteina pode
compreender uma célula, uma porcao de um tecido, um extracto

contendo uma ou mais proteinas e semelhantes.
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Como aqui utilizado, o termo “resposta”, gquando utilizado
em referéncia a um ensaio, refere-se a geracdo de um sinal
detectavel (e. g., acumulacdo de proteina repdérter, aumento na
concentracao de ides, acumulacao de um produto quimico

detectdvel).

Como aqui utilizado, a expressdao “gene repdédrter” refere-se
a um gene codificando uma proteina que pode ser ensaiada. Os
exemplos de genes repdrter incluem mas nao estdo limitados a
luciferase (Ver, e. g., de Wet et al., Mol. Cell. Biol. 7:725
[1987] e Pat U.S. N° 6074859; 5976796; 5674713; e 5618682),
proteina verde fluorescente (e. g., Acesso GenBank
Numero U43284; um numero de variantes de GFP estd comercialmente
disponivel a partir de CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA),
cloranfenicol acetiltransferase, galactosidase, fosfatase

alcalina e peroxidase de rdabano.

Como aqui wutilizado, a expressao “construcgao de gene
repdérter responsivo e irritante” refere-se a uma construcgao
compreendendo um gene repdrter ligado de modo operativo a uma

regido regulatdria de um gene responsivo e irritante.

Descrigdo da Invengéo

A presente invencado refere-se a composicdes como definidas
nas reivindicagdes. Noutras formas de realizacdo, a presente
invengdo proporciona composicgdes compreendendo substitutos de
pele compreendendo construcdes de gene repdrter (1. e.,
construgcdes de gene repdérter responsivo e irritante), como

definido nas reivindicacgdes.
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A pele humana protege o corpo de insultos ambientais, tais
como substadncias quimicas e microrganismos. Também ¢é critica
para a prevencdo da perda de agua dos nossos corpos. 0Os defeitos
na funcdo de Dbarreira da pele tém efeitos prejudiciais,
conduzindo a entrada de substancias venenosas, infecc¢do ou perda
de 4&gua grave. Por vezes, ¢é desejavel melhorar a funcdo de
barreira da pele, por razdes médicas, de cuidados infantis ou
cosméticas, enquanto noutras vezes, seria vantajoso diminuir a
barreira de ©permeabilidade; ©por exemplo, ©para administrar
fadrmacos transdermicamente. As empresas farmacéuticas,
cosméticas e produtos de consumo tém todas produtos que podem
entrar em contacto com a pele. Estas empresas necessitam de
saber antecipadamente no processo de desenvolvimento se o seu
composto ou formulacdo ira afectar a funcdo de Dbarreira
essencial da pele. O tecido de pele excisado tem sido utilizado
para medicdo da absorcado percutédnea mas foi notado na literatura
um numero de problemas com esta preparacao. Existem diferencas
em absorgdao entre a pele humana e animal qgque podem resultar em
resultados enganadores e a disponibilidade de tecido humano é
varidvel. Também existem pressdes politicas e sociais crescentes
para eliminar ou reduzir o numero de animais sendo utilizado

para testes de seguranca.

Estas dificuldades e a crescente necessidade de compreender
as propriedades de permeabilidade de novas formulacgdes e
potencial terapéutica transdérmica conduziram a muitos estudos
para melhorar as propriedades de permeabilidade de culturas de
equivalente de pele in vitro. O desenvolvimento de um substituto
de pele cultivado que recapitula as propriedades de barreira da
pele humana também proporcionard uma melhor fonte de tecido
sintético para terapia de gueimaduras. A disponibilidade de

substitutos de pele cultivados que se assemelham mais
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estreitamente a pele humana facilitard a testagem de cosméticos,
fadrmacos e outros compostos tdpicos, pela reducdo da dependéncia

dos testes destes produtos em animais.

Os epitélios escamosos estratificados, tais como epitélios
de pele e orais, sdao tecidos de renovagao em multicamada
compostos, principalmente, por queratindcitos. Os queratinédcitos
diferenciados sao continuamente perdidos da superficie e
substituidos pela proliferacdo de queratindcitos basais. A taxa
a que uma chamada basal se inicia e completa o seu programa de
diferenciacdo parece ser rigorosamente regulada, embora o0s
controlos moleculares para essa regulacao sejam definidos por
doenca (Fuchs, J. Cell. Sci. Suppl., 17: 197-208 (1993)). In
vivo, as fases finais do processo de diferenciacdao terminal séao
caracterizadas por numerosas alteracdes, incluindo empacotamento
de filamento intermedidrio de queratina mediado por filagrina e
libertacdo de lipidos de gréanulos de revestimento de membrana no
espago intercelular (Schurer et al., Dermatologica, 183: 77-94
(1991)). 0 envelope cornificado, outra estrutura de
diferenciacdo terminal consistindo em varias proteinas que estéao
covalentemente reticuladas ©pela acgdao de transglutaminases
dependentes de calcio, também ¢é formado em qgueratindcitos em
diferenciacdo (Aeschlimann et al., Thrombosis & Haemostasis,
71(4): 402-15 (1994); Reichert et al., The cornified envelope: a
key struture of terminally differentiating keratinocytes, em
Molecular Biology of the Skin, M. Darmon, Editor. 1993, Academic
Press, 1Inc.: San Diego. 107-150 (1993)). ©Na epiderme, o0s
queratindcitos perdem organelos intracelulares e sofrem
enucleagdao nas camadas superiores do tecido, formando um
“invélucro morto” com elevada resisténcia a @ traccéo. Os
mecanismos moleculares gue governam a enucleacgdo e diferenciacao

terminal de queratindécitos sd&o pouco compreendidos. Estudos
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((Sachsenmeier et al., J. Biol. Chem., 271: 5-8 (1996); Hines
et al., Promega Notes, 59: p. 30-36 (1996); Hines et al., J.
Biol. Chem., 271 (11) = 6245-6251 (1996); Polakowska et al.,
Developmental Dynamics, 199(3): 176-88 (1994); Haake et al., J.
Invest. Derm. Symp. Proc., 3: 28-35 (1998)) sugerem dgue a
diferenciacdao terminal em queratindécitos pode constituir uma

forma especial de morte celular apoptdtica.

A pele humana ¢é composta por uma camada dérmica contendo
fibroblastos embebidos numa matriz de proteina extracelular e
uma camada epidérmica consistindo, principalmente, em
queratindécitos que se diferenciam para formar a camada de pele
impermedvel mais externa. A funcdo primdaria da pele humana &
proporcionar uma barreira fisica para prevenir a perda excessiva
de fluido corporal devido a evaporacdo. A funcdo de Dbarreira
estd localizada no estrato cérneo da pele. O estrato cdédrneo foi
descrito como uma matriz impermedvel de células preenchidas com
queratina embebidas numa matriz de lipido, andloga a uma parede
de tijolo. Os componentes criticos da barreira de estrato cdrneo
sao os lipidos depositados ©pelos queratindécitos durante a
formacao do estrato cérneo. No estrato granuloso, 0s
queratindécitos contém granulos de querato-hialina e corpos
lamelares. Na interface estrato granuloso/estrato cdrneo, os
corpos lamelares fundem-se com a membrana plasmdtica e extrusam
0s seus conteudos lipidicos para o espago intercelular. Um
numero de enzimas também é libertado que serve para processar
fosfolipidos e glucosilceramidas em &cidos gordos e ceramidas,
respectivamente. Os lipidos extracelulares do estrato cdérneo séo
dispostos em estruturas multilamelares que rodeiam os envelopes
cornificados preenchidos com queratina produzidos a partir dos
queratindécitos. Os lipidos do estrato cdrneo compreendem 10-15%

do peso seco do tecido e consistem, principalmente, (em peso,)
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em ceramidas (50%), colesterol (25%) e &cidos gordos 1livres
(10%) em quantidades aproximadamente equimolares (Wertz et al.,
Chem. Phys. Lipids., 91(2): 85-96 (1998)). Estes 1lipidos séo
derivados, principalmente, de Dbiossintese nos queratindcitos.
Uma porcgdo das ceramidas tem o papel pouco habitual de formacéo
de 1ligacdes covalentes com grupos a superficie dos envelopes
cornificados, incluindo ligacdes a involucrina. Esta
hidroxiceramida oémega ligada covalentemente forma uma monocamada
lipidica circundando a superficie externa das células
cornificadas. O papel preciso desta estrutura ¢é desconhecido.
Recentemente, a importadncia das hidroxiceramidas odmega na funcéo
de barreira foil demonstrada pela inibicdo da sua formacdao em
pele de murganho sem pélo com um inibidor da hidroxilase dmega
CYP4 P-450 (Behne et al., J. Invest. Dermatol., 114(1): 185-92
(2000)) .

Apds a descoberta de gque o tetrdxido de ruténio poderia ser
utilizado para revelar as lamelas em microscopia electrdnica, a
andlise da wultra-estrutura do estrato cérneo proporcionou
conhecimentos importantes sobre a qualidade do estrato cdrneo.
Por exemplo, 0s estudos examinaram a presengca de corpos
lamelares no estrato granuloso, a excrecao apropriada de teores
de corpos lamelares na 1interface estrato granuloso/estrato
cdérneo e a presenca de bandas alternadas electronicamente densas
e electronicamente luzentes das lamelas lipidicas. A microscopia
electrdénica também revela desmossomas electronicamente densos no
estrato cérneo, ocupando ~15% dos espacos intercelulares e,

possivelmente, importantes na aderéncia célula-célula.

O presente pedido proporciona substitutos de pele tendo
fungcdo de barreira melhorada e descreve composicgdes e métodos

para preparacao de substitutos de pele tendo funcdo de barreira
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melhorada. Por razdes de conveniéncia, a descricado da invencgao é
apresentada nas seguintes secgdes: A) Fontes de Queratindcitos e
Outras Células para Criacdo de Substitutos de Pele Tendo Funcéo
de Barreira Melhorada; B) Condig¢des de Cultura para Criacao de
Fungdo de Barreira Melhorada em Substitutos de Pele; ()
Modificacdo Genética de Células para Funcao de Barreira
Melhorada; e D) Utilizacdes de Substitutos de Pele Tendo Funcgao

de Barreira Melhorada.

A. Fontes de Queratindécitos e Outras Células para Criagédo

de Substitutos de Pele Tendo

Estd contemplado que os métodos do presente pedido podem
ser utilizados para criar substitutos de pele tendo funcao de
barreira melhorada. Em geral, qualquer fonte de células ou linha
celular que se possa estratificar em epitélios escamosos €& util
no presente pedido. Consequentemente, o presente pedido ndo esté
limitado a wutilizacdo de qualquer fonte particular de células
que sao capazes de se diferenciarem em epitélios escamosos. De
facto, o presente pedido contempla a utilizacdo de uma variedade
de 1linhas celulares e fontes que podem diferenciar-se em
epitélios escamosos, incluindo queratindécitos primarios e
imortalizados. As fontes de células incluem queratindcitos e
fibroblastos dérmicos biopsiados de dadores humanos e
cadavéricos (Auger et al., In Vitro Cell. Dev. Biol. Animal
36:96-103; Pat. U.S. N° 5968546 e 5693332), prepucios neonatais
(Asbill et al., Pharm. Research 17(9): 1092-97 (2000); Meana
et al., Burns 24:621-30 (1998); Pat. U.S. N° 4485096; 6039760; e
5536656), e linhas celulares de queratindécitos imortalizados,
tais como células NM1 (Baden, In Vitro Cell. Dev. Biol.

23(3):205-213 (1987)), células HaCaT (Boucamp et al., J. cell.
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Boil. 106:761-771 (1988)); e células NIKS (Linha celular
BC-1-Ep/SL; Pat. U.S. N° 5989837 ATCC CRL-12191). Cada destas
linhas celulares pode ser cultivada ou geneticamente modificada
como descrito abaixo, de modo a melhorar a funcao de barreira do

equivalente de pele resultante.

Em formas de realizacdo particularmente preferidas, séao
utilizadas células NIKS. A descoberta de uma nova linha celular
de qgueratindécito humano (queratindcitos imortalizados quase
dipldéides ou NIKS) proporciona uma oportunidade para manipular
geneticamente queratindcitos humanos para novos métodos de
testagem in vitro. Uma vantagem uUnica das células NIKS é que
estas sdo uma fonte consistente de qgueratindcitos humanos
isentos de patogénios, geneticamente uniformes. Por esta razao,
sao Uteis para a aplicacao de abordagens de engenharia genética
e expressao génica gendmica, para proporcionar culturas de
equivalentes de pele com propriedades mais semelhantes a pele
humana. Esses sistemas proporcionardao uma importante alternativa
a utilizacdo de animais para testagem de compostos e
formulacodes. A linha celular de qgueratindécitos de NIKS,
identificada e caracterizada na Universidade de Wisconsin, € néo
tumorigénica, exibe um caridtipo estdvel e exibe diferenciacéo
normal em cultura de monocamada e organotipica. As células NIKS
formam equivalentes de pele totalmente estratificados em
cultura. Estas culturas nao sao distinguiveis por todos o0s
critérios testados até agora de culturas organotipicas formadas
a partir de queratindcitos humanos primarios. Contudo,
contrariamente a células primarias, as células NIKS
imortalizadas continuardo a proliferar em cultura de monocamada
indefinidamente. Isto proporciona uma oportunidade para

manipular geneticamente as células e isolar novos clones de
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células com novas propriedades uteis (Allen-Hoffmann et al., J.

Invest. Dermatol., 114(3): 444-455 (2000)).

As células NIKS surgiram da estirpe BC-1-Ep de
queratindécitos de preplucio neonatal humano, isolado de um bebé
masculino aparentemente normal. Em passagens iniciais, as
células BC-1-Ep nao exibiram caracteristicas de morfologia ou
crescimento que fossem atipicas para queratindécitos humanos
normais cultivados. As células BC-1-Ep cultivadas exibiram
estratificacdao, assim como caracteristicas de morte celular
programada. Para determinar a esperanca de vida replicativa, as
células BC-1-Ep foram cultivadas serialmente até senescéncia, em
meio de crescimento de queratindcitos corrente, a uma densidade
de 3 x 10° células por placa de 100 mm e passadas em intervalos
semanails (aproximadamente, uma divisdo de 1:25). Na passagem 15,
a maioria dos qgueratindécitos na populacgcao pareceu senescente,
como avaliado pela presenca de numerosas coldnias abortivas que
exibiam células grandes, achatadas. Contudo, na passagem 16,
eram evidentes queratindécitos exibindo um tamanho de célula
pequeno. Na passagem 17, estavam presentes apenas queratindcitos
de pequeno tamanho na cultura e nao eram evidentes
queratindécitos grandes, senescentes. A populagao resultante de
queratindécitos pequenos que sobreviveu a este putativo periodo
de crise parecia morfologicamente uniforme e produziu coldnias
de queratindcitos exibindo caracteristicas tipicas de
queratindcitos, incluindo adesao célula-célula e aparente
producdo de escama. Os queratindécitos gque sobreviveram a
senescéncia foram cultivados serialmente, a uma densidade de
3 x 10° células por placa de 100 mm. Tipicamente, as culturas
atingiram uma densidade celular de, aproximadamente, 8 x 10°
células no espago de 7 dias. Esta taxa de crescimento celular

estdvel foi mantida através de, pelo menos, 59 passagens,
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demonstrando que as células tinham alcancado a imortalidade. Os
queratindcitos que emergiram da populacao de senescéncia
original foram originalmente designados BC-1-Ep/Linha Esponténea
e sao agora designados NIKS. A linha celular de NIKS foi
rastreada para a presenca de sequéncias de ADN provirais para
HIV-1, HIV-2, EBV, CMV, HTLV-1, HTLV-2, HBV, HCV, parvovirus
B-19, HPV-16 e HPV-31, utilizando andalise de PCR ou de Southern.

Nenhum destes virus foi detectado.

A andlise cromossémica foi realizada nas células BC-1-Ep
parentais na passagem 3 e as células NIKS nas passagens 31 e 54.
As células BC-1-Ep parentais tém um complemento cromossdémico
normal de 46, XY. Na passagem 31, todas as células NIKS
continham 47 cromossomas com um isocromossoma extra do bracgo
longo do cromossoma 8. Nao foram detectadas outras anormalidades
cromossémicas grosseiras ou cromossomas marcadores. Na

passagem 54, todas as células continham o isocromossoma 8.

As impressdes digitais de ADN para a linha celular de NIKS
e 0s queratinécitos de BC-1-Ep sao idénticas em todos os doze
loci analisados, demonstrando que as células NIKS surgiram da
populacao parental de BC-1-Ep. As probabilidades de a 1linha
celular de ©NIKS ter a impressao digital de ADN de BC-1-Ep
parental por acaso aleatério é 4 x 107'°. As impressdes digitais
de ADN de trés fontes diferentes de queratindécitos humanos,
ED-1-Ep, SCC4 e SCCl3y, sao diferentes do padrdao de BC-1-Ep.
Estes dados também mostram que os queratindécitos isolado de
outros humanos, ED-1-Ep, SCC4 e SCCl3y, nao sao relacionados com
as células BC-1-Ep ou entre si. 0Os dados de impressédao digital de
ADN de NIKS proporcionam uma forma inequivoca de identificar a

linha celular de NIKS.
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A perda da funcdo de pb53 estd associada a um potencial
proliferativo melhorado e frequéncia aumentada de imortalidade
em células cultivadas. A sequéncia de p53 nas células NIKS ¢é
idéntica as sequéncias de pb3 publicadas (acesso GenBank numero:
M14695). Em humanos, o p53 existe em duas formas polimdérficas
predominantes distinguidas pelo aminodcido no coddo 72. Ambos o0s
alelos de p53 nas células NIKS sao de tipo selvagem e tém a
sequéncia CGC no codao 72, que codifica para uma arginina. A
outra forma comum de pb53 tem uma prolina nesta posicado. A
sequéncia integral de p53 nas células NIKS & idéntica as células
progenitoras BC-1-Ep. Também se verificou que o Rb era de tipo

selvagem em células NIKS.

O crescimento independente de ancoragem estd altamente
correlacionado com a tumorigenicidade in vivo. Por esta razao,
as caracteristicas de crescimento independente de ancoragem das
células NIKS em &gar ou meio contendo metilcelulose foram
investigadas. Apds 4 semanas em meio contendo agar ou
metilcelulose, as células NIKS permaneceram como células unicas.
Os ensaios foram continuados durante um total de 8 semanas para
detectar variantes de crescimento lento das células NIKS. Nao

fol observado nenhum.

Para determinar a tumorigenicidade dos qgueratindécitos de
BC-1-Ep parentais e a linha celular de queratindécitos de NIKS
imortal, as células foram injectadas nos flancos de murganhos
nus atimicos. A linha celular de carcinoma espinocelular humano,
SCC4, foi utilizada como um controlo positivo para produgao de
tumor nestes animais. A injeccao de amostras foil concebida de
modo a que os animails recebessem as células SCC4 num flanco e 0s
queratindécitos de BC-1-Ep parentais ou as células NIKS no flanco

oposto. Esta estratégia de injecgcdao eliminava a variacgao de
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animal para animal na producao de tumor e confirmava que o0s
murganhos suportariam o crescimento vigoroso de células
tumorigénicas. Nem o0s queratindécitos de BC-1-Ep parentais
(passagem 6) nem o8 queratinécitos de NIKS (passagem 35)

produziram tumores em murganhos nus atimicos.

As células NIKS foram analisadas para a capacidade de
sofrerem diferenciagcdao em cultura de superficie e cultura
organotipica. Para as células em cultura de superficie, um
marcador de diferenciacado escamosa, a formacdao de envelopes
cornificados foi monitorizada. Em queratindcitos humanos
cultivados, as fases iniciais da disposicao de envelope
cornificado resultam na formagdo de uma estrutura imatura,
composta por involucrina, cistatina o e outras proteinas, que
representam o ter¢o mais interno do envelope cornificado maduro.
Menos de 2% dos queratindécitos das células BC-1-Ep aderentes ou
a linha celular de NIKS produziram envelopes cornificados. Esta
verificagdo ¢é consistente com estudos anteriores demonstrando
que 08 dqueratindcitos subconfluentes, em crescimento activo,
produzem menos de 5% de envelopes cornificados. Para determinar
se a linha celular de ©NIKS & capaz de produzir envelopes
cornificados quando induzida a diferenciar-se, as células foram
removidas da cultura de superficie e suspensas, durante 24
horas, em meio tornado semi-sélido com metilcelulose. Muitos
aspectos da diferenciacao terminal, incluindo expressao
diferencial de queratinas e formacao de envelope cornificado,
podem ser desencadeados in vitro por perda de adesao de
queratindcito de célula-célula e célula-substrato. Os
queratindécitos de NIKS produziram tantos e, habitualmente, mais
envelopes cornificados do que os queratindécitos parentais. Estas

constatagdes demonstram gque os queratindcitos de NIKS nao sao
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defeituosos na sua capacidade de iniciarem a formacao deste tipo

de estrutura de diferenciacao especifica de tipo de célula.

Para confirmar que os queratindécitos de NIKS podem sofrer
diferenciacado escamosa, as células foram cultivadas em cultura
organotipica. As culturas de queratindécitos cultivados em
substratos de pléastico e submersos em meio replicaram-se mas
exibiram diferenciacao limitada. Especificamente, 0s
qgueratindécitos humanos tornam-se confluentes e sofrem
estratificacdao limitada, produzindo uma folha consistindo em 3
ou mais camadas de gueratindcitos. Com microscopia Oéptica e
electrénica existem diferencas surpreendentes entre a
arquitectura das folhas em multicamada formadas em cultura de
tecidos e pele humana intacta. Em contraste, as técnicas de
cultura organotipica permitem o crescimento e diferenciacgao de
queratindécitos sob condigdes de tipo in vivo. Especificamente,
as células aderem a um substrato fisioldgico, consistindo em
fibroblastos dérmicos embebidos na base de colagénio fibrilar. A
cultura organotipica é mantida na interface ar-meio. Deste modo,
as células nas folhas superiores estdao expostas ao ar, enquanto
as células basais em proliferacdo permanecem mais proéximo do
gradiente de nutrientes, proporcionado por difusdao através do
gel de colagénio. Nestas condigdes, a correcta arquitectura de
tecido ¢é formada. VAarias caracteristicas de uma epiderme em
diferenciagdo normal sao evidentes. Nas células parentais e na
linha celular de NIKS wuma uUnica camada de células Dbasais
cubdides permanece na Jjungdo da epiderme e do equivalente
dérmico. A morfologia arredondada e elevada razao nuclear para
citoplasma sao indicativas de uma populagdo de gqueratinédcitos
dividindo-se activamente. Na epiderme humana normal, a medida
que as células basais se dividem dado origem a células filhas que

migram para cima até as camadas em diferenciacgdo do tecido. As
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células filhas aumentam em tamanho e tornam-se achatadas e
escamosas. Eventualmente, estas células sofrem enucleacao e
formam estruturas cornificadas, queratinizadas. Este processo de
diferenciacdo normal ¢é evidente nas camadas superiores das
células parentais e das células NIKS. O surgimento de células
escamosas achatadas ¢é evidente nas camadas superiores dos
queratindécitos e demonstra que ocorreu estratificacdo nas
culturas organotipicas. Na parte mais alta das culturas
organotipicas, as escamas enucleadas descamam-se do topo da
cultura. Até a data, nao foram observadas diferencas
histoldégicas na diferenciacdo ao nivel de microscédpio optico
entre o0s queratindécitos parentais e a linha celular de

queratinécitos de NIKS cultivada em cultura organotipica.

Para observar caracteristicas mais detalhadas das culturas
organotipicas parentais (passagem 5) e NIKS (passagem 38) e para
confirmar as observagdes histoldgicas, as amostras foram
analisadas utilizando microscopia electrénica. As células
parentais e a linha celular de queratindcitos humanos
imortalizados, NIKS, foram recolhidas apdés 15 dias em cultura
organotipica e seccionadas perpendiculares a camada basal, para
mostrar a extensadao de estratificacdao. As células parentais e a
linha celular de NIKS sofrem extensa estratificacdo em cultura
organotipica e formam estruturas que sao caracteristicas de
epiderme humana normal. Sado formados desmossomas abundantes em
culturas organotipicas de células parentais e da linha celular
de NIKS. A formagdo de wuma lé&mina Dbasal e hemidesmossomas
associados nas camadas de queratindécitos Dbasais das células
parentais e da linha celular também foi notada. Os
hemidesmossomas sao estruturas especializadas que aumentam a
adesdo dos queratindécitos a lamina basal e ajudam a manter a

integridade e resisténcia do tecido. A presengca destas
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estruturas era especialmente evidente em 4dreas onde as células
parentais ou as células NIKS se tinham conjugado directamente ao
suporte pPOroso. Estas constatacdes sao consistentes com
constatacgdes ultra-estruturais anteriores utilizando
queratindécitos de preptcio humano, cultivados num suporte pPoroso
contendo fibroblastos. A andlise aos niveis de microscopia
6ptica e electrénica demonstra que a linha celular de NIKS em
cultura organotipica se pode estratificar, diferenciar e formar
estruturas, tais Ccomo desmossomas, lédmina basal e

hemidesmossomas, verificadas em epiderme humana normal.

B. Condigdes de Cultura para Criagdo de Fungdo de Barreira

Melhorada em Substitutos de Pele

Em algumas formas de realizacdao do presente pedido, séao
proporcionados métodos de cultivo de equivalentes de pele que
resultam em funcdo de Dbarreira melhorada, em comparagao com
equivalentes de pele cultivados por métodos convencionais. A
estratificacao e diferenciacéao histoldgica totais de
queratindécitos normais podem ser alcancadas pela utilizacao de
métodos de cultura organotipica tridimensionais (Bell et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 76:1274-1278 (1979); Fusenig,
Epithelial-mesenchymal interactions regulate keratinocyte growth
and differentiation in vitro, em The Keratinocyte Handbook, I.M.
Leigh, Lane, E.B., e F.M. Watt, Editor. 1994, University Press:
Cambridge (1994) ; Parenteau et al., Cytotechnology, 9:
163-171(1992)). Os queratindcitos normais cultivados na
superficie de géis de colagénio contendo fibroblastos dérmicos
podem gerar estruturas especializadas, tais como a membrana
basal e hemidesmossomas, que sao caracteristicos da arquitectura

de tecido normal de epitélios escamosos estratificados. A
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técnica de cultura organotipica para queratinécitos normais
acolheu o desenvolvimento recente de modelos 1in vitro para
estudos farmacotoxicoldédgicos cuténeos. Esta tornou-se numa

alternativa importante aos testes animais.

Quando as culturas in vitro de queratindécitos humanos sao
cultivadas numa interface ar-liquido, um estrato cdérneo
altamente ordenado ¢é formado. Embora a permeabilidade a A&gua
diminua com o tempo de cultivo aumentado na interface ar-liquido
(Cumpstone et al., J. Invest. Dermatol., 92(4): 598-600 (1989)),
a permeabilidade de culturas de equivalentes de pele in vitro é
muito superior a de pele humana intacta, i. e., nos sistemas de
cultura, a funcdao de barreira ¢é defeituosa Ponec, Int. J.
Cosmetic Sci., 1l4: 245-264 (1992)). Num esforco para melhorar a
barreira de permeabilidade, um numero de variaveis de cultura
foi examinado e alguns conduziram a propriedades melhoradas das
culturas (Tabela 1). Por exemplo, o cultivo das culturas em
humidade relativa diminuida melhora a funcdo de barreira de
culturas de equivalentes de pele (Mak et al., J. Invest.
Dermatol., 96(3): 323-7 (1991)). Considera-se que o fluxo de
dgua transepidérmico pode servir como um sinal regulatdério para

a sintese e reparacao lipidicas epidérmicas apds disrupcdo da

barreira epidérmica (Grubauer et al., J. Lipid Res., 30(3): 323-
33 (1989)). 0Os murganhos sem pélo também foram utilizados para
demonstrar a funcao de barreira, morfologia epidérmica

(espessura de SC, numero de estruturas de membrana lamelares,
numero de corpos lamelares) e teor lipidico melhorados em

resposta a humidade diminuida.

Uma diferenca Dbioquimica chave entre substitutos de pele
cultivados e pele intacta é o perfil de lipidos extracelulares

que se verificam na camada mais externa da pele normal. As
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culturas de queratindécitos diferenciados sdo deficientes em
vdrias ceramidas que sdo constituintes fundamentais da pele
normal (Ponec et al., J. Invest. Dermatol., 109(3): 348-55
(1997)) . Grandes quantidades destes 1lipidos extracelulares
especializados sao segregadas por queratindcitos diferenciados e
sispostos em bicamadas lipidicas que sao essenciais para a
funcdo de barreira epidérmica normal. A comparacao da composicao
lipidica entre culturas de equivalentes de pele in vitro e pele
humana revelou diferencas surpreendentes. A pele humana contém
sete formas de ceramidas mas as culturas produziram,
principalmente, as ceramidas 1-3 e muito pouco das ceramidas 6 e
7. O restabelecimento de um perfil lipidico mais completo tem
sido o objectivo de varios estudos. Por exemplo, verificou-se
que a adicdo de vitamina C aos meios era critica para um
espectro completo de 1lipidos de ceramida em culturas de
equivalentes de pele. As ceramidas 6 e 7 contém base esfingdide
hidroxilada e/ou &dcido gordo e a producdo destes € provavelmente
facilitada pela presenca de vitamina C. Neste estudo, os perfis
lipidicos das culturas de equivalentes de pele comercialmente
disponiveis, EPIDERM, SKINETHIC e Equivalente de Pele Viva, eram
todos deficientes nas ceramidas 5, 6 e 7. A adicgado de vitamina C
melhorou o perfil lipidico e a arquitectura global de SC, como

determinado por microscopia electrdédnica.
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Tabela 1. Efeito de Substincias adicionadas a Culturas in

vitro na Fungdo de Barreira ou Composigdo Lipidica

Composto Funcéao de Composicéao Referéncia
Barreira Lipidica
EGF Triglicéridos Ponec et al., supra.
elevados
Estrogénio Acelera Williams et al., J

Investig. Dermatol.

Symp. Proc., 3(2):

75-9 (1998).
Activadores Acelera Hanley et al., supra.
de FXAR
Activadores Acelera Hanley et al.
de PPAR
Vitamina C Melhoramento Ponec et al.
fundamental
Vitamina E Sem efeito Ponec et al.
Vitamina D |Melhorada/Sem Williams et al., Mac
efeito et al., supra.

Os activadores de receptores hormonais nucleares foram
testados para os seus efeitos no desenvolvimento da funcao de
barreira. A adicdo de vitamina D conduziu a melhoramentos em
alguns estudos (Mak et al., supra) mas nao em outros (Hanley
et al., supra) . Os activadores do receptor activado ©por
proliferador de peroxissoma (PPAR) e o receptor activado por
farnesdéide X (FXAR) aceleram a maturacdo de barreira em pele de

rato fetal in vitro e in utero. As alteracdes estruturais eram
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consistentes com a reducdo na perda de 4&gua transepidérmica,
incluindo o surgimento de um SC distinto, um estrato granuloso

espessado e densidade aumentada de estruturas lamelares.

A composicéao lipidica aberrante das culturas de
equivalentes de ©pele também €& melhorada pelo enxerto em
murganhos imunodeficientes (Vicanova et al., J. Investig.
Dermatol. Symp. Proc., 3(2): 114-20 (1998)). Quando enxertados
em murganhos atimicos, o0s queratinécitos humanos cultivados
retém a capacidade de geracdao de uma epiderme diferenciada.
Quando os substitutos de pele cultivados foram examinados, entre
seis meses e dois anos apds enxertia, foram observados
melhoramentos significativos na composicao lipidica e
ultra-estrutura de SC. Os elevados niveis de triglicéridos e
baixos niveis de ésteres de colesterol e 4&acidos gordos livres
observados nas culturas in vitro foram normalizados aos seis
meses apds enxertia. As ceramidas 6 e 7, indetectédveis nas
culturas 1in vitro, foram expressas pelas células humanas apds
seis meses de enxertia. Estes estudos realgam o facto de gue as
actuais condig¢des de cultura in vitro sao defeituosas na sua
capacidade para produzirem equivalentes de pele com funcao de
barreira normal. As condig¢des de cultura melhoradas que mais
estreitamente mimetizam os sinais de desenvolvimento normais

devem melhorar o desenvolvimento da funcdao de barreira.

O desenvolvimento da funcdao de Dbarreira in vivo &
temporalmente regulado. No rato, por exemplo, no dia 19
gestacional, crias de rato fetal nao tém barreira, mas no dia 21
uma barreira competente foi formada (Aszterbaum et al., Pediatr.
Res., 31(4 Pt 1): 308-17 (1992)). O desenvolvimento de uma
barreira epidérmica competente ocorre entre o dia 15 e 16

embriondrio da gestacao de murganho (Hardman et al.,
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Development, 125: 1541-1552 (1998)). A barreira funcional surge
coincidente com uma SC em multicamada e membranas lamelares
maduras no SC. A expressao da proteina estrutural de cornedcito
loricrina, filagrina e involucrina, aumenta durante este
periodo. A expressao de enzimas envolvidas no processamento
lipidico, glucocerebrosidase beta e esterdide sulfatase, também
aumenta. O processo também € susceptivel de manipulagado por
factores ambientais e hormonais. Os activadores PPAR e FXAR,
dados durante dois dias in utero, aceleraram o desenvolvimento
da funcédo de barreira em crias de dia 19, como medido por
reducdo na perda de &gua transepidérmica. Os tratamentos também
melhoraram a morfologia de SC e expressao génica de proteinas

estruturais chave e funcdes enzimaticas.

Consequentemente, em algumas formas de realizacdao do
presente pedido, o0s seguintes tratamentos, isoladamente ou em
combinacdo, sdo utilizados para proporcionar funcdo de barreira
aumentada em equivalentes de pele cultivados organotipicamente.
Em algumas formas de realizacgdo, as culturas organotipicas séao
suplementadas com desde cerca de 1 micrograma/mL a cerca de
200 microgramas/mL de 4cido ascérbico, de um modo preferido,
cerca de 50 microgramas/mL de &dcido ascdérbico. Noutras formas de
realizacgdo, as culturas organotipicas sdo suplementadas com
cerca de 1 a 200 uyM de é&cido 1linoleico, de um modo preferido,
cerca de 30 pM de acido linoleico. Ainda em formas de realizacgéao
adicionais, as culturas organotipicas sao suplementadas com
cerca de 1 a 200 uM de farnesol, de um modo preferido, cerca de
50 pM de farnesol. Ainda noutras formas de realizacdo, as
culturas organotipicas sao realizadas a desde cerca de 50 a 95%
de humidade, de um modo preferido, cerca de 75% de humidade. A
fungdo de barreira é convenientemente avaliada nos equivalentes

de pele pela medicdo da capacitédncia eléctrica de superficie
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(SEC). Em formas de realizacao preferidas, os equivalentes de
pele com funcdo de Dbarreira melhorada, em comparagao com
equivalentes de pele de controlo, tém um valor de SEC de menos
de cerca de 5 vezes da SEC observada em pele humana normal
(e. g., cerca de 150-250 pF). Em formas de realizacao
particularmente preferidas, os equivalentes de pele com funcéao
de barreira melhorada, em comparacao com eqgquivalentes de pele de
controlo, tém uma SEC de menos de cerca de 2-3 vezes da SEC
observada em pele humana normal (e. g., cerca de 80-120 pF).
Noutras formas de realizacdao, os equivalentes de pele com funcéao
de barreira melhorada sdo caracterizados por teor de ceramida.
Consequentemente, em algumas formas de realizacdo, o teor de
ceramidas 5-7 €& entre cerca de 20-50% da massa de ceramida
total, de um modo preferido, <cerca de 30-45% da massa de
ceramida total. Noutras formas de realizacgdo, o teor de ceramida
2 estd entre cerca de 10 e 40% da massa de ceramida total, de um

modo preferido, cerca de 20 a 30% do teor de ceramida total.

O presente pedido proporciona, ainda, métodos e composicdes
adicionais para producgao de equivalentes de pele com
caracteristicas melhoradas, incluindo funcao de barreira
melhorada. Os métodos e composicdes melhorados sao descritos nas

seguintes secgdes: 1) Técnicas de Cultura e 2) Meios de Cultura.

1. Técnicas de Cultura

0 presente pedido proporciona técnicas de cultura
organotipica melhorada para produgao de equivalentes de pele com
propriedades superiores. Em algumas formas de realizacgao, um
equivalente dérmico ¢é ©preparado. Em formas de realizacéao

preferidas, 0 eqgquivalente dérmico compreende colagénio e
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fibroblastos humanos. A utilizacdao de uma variedade de tipos de
colagénio estd contemplada, incluindo mas nao limitada a
colagénio de tenddo de cauda de rato (Tipo I). Do mesmo modo, a
utilizagcdo de uma variedade de diferentes tipos de fibroblastos
estd contemplada, incluindo mas ndo limitada a células NHDF
(Fibroblastos Dérmicos Normais Humanos) e células recolhidas de

um dador ou doente.

O presente pedido também ndo estd limitado a utilizacdo de
qualgquer concentracadao ou quantidade particular de colagénio. Em
formas de realizacdao preferidas, os equivalentes dérmicos sao
preparados com cerca de 0,2 mg de colagénio por centimetro
quadrado do referido equivalente dérmico a 2,0 mg de colagénio
por centimetro quadrado do referido equivalente dérmico. Em
formas de realizacdo mais preferidas, o equivalente dérmico
contém cerca de 0,22 mg de colagénio por centimetro quadrado do
referido equivalente dérmico a 1,0 mg de colagénio por
centimetro quadrado do referido equivalente dérmico. Em formas
de realizacdo muito preferidas, o equivalente dérmico contém
cerca de 0,5 mg de colagénio por centimetro quadrado do referido

equivalente dérmico.

Em contraste com a maioria dos métodos descritos
anteriormente para a cultura de pele organotipica, uma mistura
de colagénio e fibroblastos € aplicada directamente a qualquer
dispositivo de cultura sendo utilizado. A requerente verificou
que a presenga de uma primeira camada acelular ndo € necessaria
para se obter boa contraccdao e aderéncia ao dispositivo de
cultura. Em algumas formas de realizacado, os fibroblastos sao
incluidos numa concentracdo final de cerca de 10000 células/mL a
cerca de 100000 células/mL, de um modo preferido, cerca de

50000 células/mL.
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Uma variedade de dispositivos de cultura encontra
utilizacdo no presente pedido. 0Os dispositivos de cultura
preferidos (ver a Figura 4) sdo camaras de crescimento
constituidas por uma parede lateral e uma superficie inferior.
Em algumas formas de realizacdao preferidas, a céamara de
crescimento ¢é, em geral, em forma de taca. Em formas de
realizacédo preferidas, a superficie inferior é permedvel ao meio
de cultura. Um exemplo nao limitativo de um material de
superficie permedvel adequado € policarbonato poroso. O presente
pedido é compativel com dispositivos de cultura comercialmente
disponiveis, incluindo 0s insertos de cultura MILLICELL
(MILLIPORE) e TRANSWELL (CORNING). Os insertos MILLICELL sao
especialmente Uteils para a preparacao de equivalentes de pele
utilizados para efeitos de testagem (e. g., equivalentes de pele
de cerca de 1 cm em didmetro). A requerente verificou que uma
pluralidade de insertos do tamanho do MILLICELL pode ser
incubada numa placa de Petri maior (i. e., uma placa de cultura
de 100 mm). Os insertos TRANSWELL sao uteis para a producgao de
equivalentes de ©pele maiores (e. g., cerca de 10 cm em
didmetro) . Estes equivalentes de ©pele maiores podem ser
utilizados como enxertos, para testagem em grande escala, ou

dissecados em formatos de testagem mais pequenos.

Em formas de realizagdo preferidas, 0s equivalentes
dérmicos vazados de fresco sao submersos em meios de cultura e
cultivados até qgue ocorra contracgao do equivalente dérmico.
Isto cria um equivalente dérmico com uma aparéncia, em geral,
cbncava. Nos métodos descritos anteriormente, apds contraccao da
camada dérmica, a camada dérmica é semeada com queratindcitos e,
depois, re-submersa. A cultura organotipica é, depois, levantada

a interface de ar do meio de cultura apds cerca de 4-7 dias. Em
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contraste com estes métodos descritos anteriormente, a presente
requerente verificou que ¢é preferido levantar o equivalente
dérmico a interface de ar antes da sementeira com
queratindécitos. A cultura ¢é, depois, de um modo preferido,
mantida na interface de ar, a medida que a estratificacéo
ocorre. Consequentemente, em algumas formas de realizacgao, o
equivalente dérmico ¢, de um modo preferido, levantado a
interface de ar e mantido durante mais de cerca de 6 horas antes
da sementeira. Em formas de realizacdo mais preferidas, o
equivalente dérmico §&, de um modo preferido, levantado a
interface de ar e mantido durante mais de cerca de doze horas
antes da sementeira. Em formas de realizacdo muito preferidas, o
equivalente dérmico ¢, de um modo preferido, levantado a
interface de ar e mantido durante mais de cerca de vinte e
quatro horas antes da sementeira. Em algumas formas de
realizagdo, o eqgquivalente dérmico ¢é mantido durante mais de
24 horas na interface de ar, para proporcionar um equivalente

dérmico pré-preparado para utilizacdo posterior.

As técnicas de cultura do presente pedido proporcionam
equivalentes de pele com propriedades superiores. Em formas de
realizacao preferidas, os equivalentes de pele tém funcao de

barreira melhorada, em comparagao com equivalentes de pele

descritos anteriormente. Ainda em formas de realizacao
preferidas adicionais, o presente pedido proporciona
equivalentes dérmicos para utilizacéao na producgao de

equivalentes de pele com propriedades superiores. Em algumas
formas de realizacao, 0s equivalentes dérmicos sao
caracterizados por conterem concentracdes aumentadas de

colagénio, como descrito acima.
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Ainda em formas de realizacdo preferidas adicionais, a
presente invencadao proporciona composicdes para utilizacao na
producao de equivalentes de ©pele. Em algumas formas de
realizacdo, as composicdes compreendem a cémara de crescimento
tendo uma superficie inferior e uma parede lateral. Em formas de
realizacdao adicionais, a céamara de <crescimento incluli um
equivalente dérmico adjacente a superficie inferior. Ainda em
formas de realizacdo adicionais, o equivalente dérmico estéa

substancialmente aderido a parede lateral.

A requerente também verificou que a densidade de sementeira
dos queratindécitos nos equivalentes dérmicos pode afectar a
qualidade do equivalente de pele resultante. Consequentemente,
em algumas formas de realizacdao do presente pedido, a densidade
de sementeira ¢é aumentada em, aproximadamente, uma ordem de
grandeza em relacdao aos métodos descritos anteriormente. Em
algumas formas de realizacdo, a densidade de sementeira de
queratinécitos varia entre cerca de 1 x 10° e 1 x 10° células/cm?
de equivalente dérmico. Ainda em formas de realizacao preferidas
adicionais, a densidade de sementeira de queratindécitos é cerca

de 4,65 x 10° células/cm’ de equivalente dérmico.

A  fungdo de barreira ¢é convenientemente avaliada nos
equivalentes de pele pela medicdo da capaciténcia eléctrica de
superficie (SEC). Em formas de realizacgcao ©preferidas, 0os
equivalentes de pele com funcdo de Dbarreira melhorada, em
comparacgao com equivalentes de pele de controlo, tém um valor de
SEC de menos de cerca de 5 vezes da SEC observada em pele humana
normal (e. g., cerca de 150-250 pF). Em formas de realizacgao
particularmente preferidas, os equivalentes de pele com funcgéao
de barreira melhorada, em comparagao com eqgquivalentes de pele de

controlo, tém uma SEC de menos de cerca de 2-3 vezes da SEC
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observada em pele humana normal (e. g., cerca de 80-120 pF).
Noutras formas de realizacdao, os equivalentes de pele com funcéao
de barreira melhorada sdo caracterizados por teor de ceramida.
Consequentemente, em algumas formas de realizacado, o teor de
ceramidas 5-7 estd entre cerca de 20-50% da massa de ceramida
total, de um modo preferido, <cerca de 30-45% da massa de
ceramida total. ©Noutras formas de realizacdo, o teor de
ceramida 2 estd entre cerca de 10 e 40% da massa de ceramida
total, de um modo preferido, cerca de 20 a 30% do teor de

ceramida total.

2. Meios de Cultura

O presente pedido proporciona meios de cultura organotipica
melhorada para produgdao de equivalentes de pele com propriedades
superiores. Em algumas formas de realizacdo, os meios de cultura
do presente pedido sdo o meio F12 de Ham e o meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM). Em algumas formas de realizacéao,
o Fl12 de Ham e DMEM sao suplementados com, pelo menos, um dos

seguintes suplementos: albumina de soro bovino, isoproterenol,

carnitina, serina, acido oleico, acido linoleico, acido
araquidénico, o—-tocoferol, acido ascdérbico e factor de
crescimento epidérmico (EGF). Noutras formas de realizacdo, pelo

menos um, de albumina de soro bovino, isoproterenol, carnitina,
serina, 4&acido oleico, 4&cido 1linoleico, &cido aragquiddénico, o-
tocoferol, 4&cido ascérbico e EGF é(sdo) proporcionado(s) em
concentracao (6es) suficiente(s) para melhorar a funcao de
barreira em equivalentes de pele cultivados in vitro. Ainda
noutras formas de realizacdao, o meio compreende um suplemento de
soro, de um modo preferido, Clone II Fetal. Em algumas formas de

realizacao, o meio compreende, ainda, pelo menos, um dos
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seguintes suplementos: hidrocortisona, toxina da cblera,
insulina, adenina e CaCl,. Em formas de realizacado preferidas, a
albumina de soro bovino é proporcionada a uma concentracao de
cerca de 0,1 mg/mL a 20 mg/mL, de um modo preferido, cerca de
1 mg/mL, o isoproterenol é proporcionado a uma concentracdo de
cerca de 0,1-10,0 uM, a carnitina ¢é proporcionada a uma
concentragdo de cerca de 1,0-100,0 pM, a serina é proporcionada
a uma concentracgdao de cerca de 1,0-100,0 pM, o é&cido oleico é
proporcionado a uma concentracadao de cerca de 1,0-100,0 uM, o
dcido linoleico € proporcionado a uma concentracdo de cerca de
1,0-100,0 nM, o0 dacido araquiddénico €& proporcionado a uma
concentracao de cerca de 1,0-100,0 uM, o} o-tocoferol é
proporcionado a uma concentragdo de cerca de 0,1-10,0 uM, o
dcido ascérbico € proporcionado a uma concentracdo de cerca de
0,005-5,0 mg/mL e 0 factor de crescimento epidérmico é

proporcionado a uma concentracdo de cerca de 0,1-10,0 ng/mL.

C. Modificagdo Genética de Células para Fungdo de Barreira

Melhorada

O presente pedido também contempla que a funcao de barreira
pode ser melhorada pela expressao de GKLF heterdlogo nas células
descrita na Secgao A. A expressao de GKLF heterdlogo também pode
ser combinada com as condig¢des de cultura melhoradas descritas
na Secgao B. As fases finais da diferenciacdo epidérmica sao
precedidas por expressao aumentada de numerosos genes que
codificam as enzimas requeridas para as modificacdes biogquimicas
gue resultam no estrato cdbérneo. Além disso, as condigdes de
cultura que estimulam a diferenciacdo de queratindécitos ou
disrupcado experimental da funcdo de barreira de pele resultam em

expressao aumentada de enzimas envolvidas na sintese lipidica
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extracelular e metabolismo. Estas alteracdes em expressao génica
indicam que um ou mais factores de transcricao regulatdérios sao
responsaveis pela alteracdo do perfil de expressdo génica de
queratindécitos em diferenciacao, para facilitar o)
desenvolvimento da barreira epidérmica. O momento preciso da
funcdo de barreira da pele no desenvolvimento sugere um controlo
temporal preciso por um interruptor do desenvolvimento.
Complexos programas do desenvolvimento podem ser iniciados pela
accdo de um ou um pequeno numero de factores de transcricao
regulatérios chave, por vezes denominados reguladores principais
ou genes selectores. Um estudo recente sobre uma mutacao knock-
out no factor de transcricgdo, factor 4 semelhante a Kruppel
(K1f4), pode ter identificado um dos reguladores chave da funcao
de barreira na pele (Segre et al., Nat. Genet., 22(4): 356-60
(1999)).

Os murganhos mutantes Klf4 nascem em numero normal mas
morrem pouco (<15 h) apds o nascimento, aparentemente de choqgue
hipovolémico, como resultado de perda excessiva de fluido
evaporativo. Andlise adicional demonstrou qgue, engquanto o0s
murganhos normais desenvolvem uma funcdo de barreira epidérmica
intacta no dia 17,5 de gestacado, os murganhos mutantes K1f4 néao
desenvolvem esta funcdo de barreira e tém uma epiderme que exibe
excessiva perda de &gua transepidérmica. O Klf4 & expresso nas
camadas em diferenciacdo da epiderme, as camadas espinosa e
granular superiores. Em contraste com os defeitos causados em
outras 1linhas de murganhos mutantes, a auséncia de K1f4 nao
resulta em alteracdes grosseiras da ultra-estrutura epidérmica
ou em perfis lipidicos. Isto conduziu a hipdétese de que o seu
papel primdrio € na aquisigao da funcgdo de barreira. Consistente
com 1isto, foram observados defeitos no estrato granuloso nos

granulos querato-hialinos e achatamento de células de SC. Em EM,
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as lamelas intercelulares eram descontinuas na pele mutante. O
defeito na pele mutante de Klf-4 ndao foi resgatado pelo seu
enxerto nos murganhos de criagdao. O K1lf4 €& um membro de uma
familia de factores de transcricao; outros membros estao
implicados em eventos de diferenciacao especifica de tecido em
células eritrdides e células T. A andlise de diferencas de
expressdo génica entre murganhos de tipo selvagem e mutantes de
K1f4 conduziu a identificacdo de trés genes que estavam
regulados positivamente na pele de mutante, sugerindo que o Klf4
pode reprimir normalmente a expressao destes genes. A observacao
de que a perda de K1lf4 ndo tem outros efeitos observaveis no
desenvolvimento de murganho sugere que o Klf4 funciona,
principalmente, para regular o desenvolvimento da barreira de
permeabilidade epidérmica. O papel de K1f4 na aquisicao da
funcdo de barreira epidérmica levanta a possibilidade de que a
expressdo de Klf4 em substitutos de pele cultivados poderéa
melhorar as propriedades de barreira destas culturas de pele

sintéticas.

Consequentemente, em algumas formas de realizacao,
queratinécitos primarios ou queratindécitos imortalizados séo
transfectados com um vector codificando um homdélogo de GKLF
funcional. Estd contemplado que, quando estes queratindcitos sao
cultivados organotipicamente, o equivalente de pele resultante
exilbird funcdo de barreira melhorada, em comparacdao com culturas
organotipicas formadas a partir de queratindcitos de controlo,
ndao transfectados. Em formas de realizacdo preferidas, os
equivalentes de pele com funcdo de Dbarreira melhorada, em
comparagao com equivalentes de pele de controlo, tém um valor de
SEC de menos de cerca de 5 vezes da SEC observada em pele humana
normal (e. g., cerca de 150-250 pF). Em formas de realizacgao

particularmente preferidas, os equivalentes de pele com funcgéao
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de barreira melhorada, em comparacao com eqgquivalentes de pele de
controlo, tém uma SEC de menos de cerca de 2-3 vezes da SEC
observada em pele humana normal (e. g., cerca de 80-120 pF).
Noutras formas de realizacdao, o0s equivalentes de pele com funcéao
de barreira melhorada sdo caracterizados por teor de ceramida.
Consequentemente, em algumas formas de realizacdo, o teor de
ceramidas 5-7 estd entre cerca de 20-50% da massa de ceramida
total, de um modo preferido, <cerca de 30-45% da massa de
ceramida total. ©Noutras formas de realizacdo, o teor de
ceramida 2 estd entre cerca de 10 e 40% da massa de ceramida
total, de um modo preferido, cerca de 20 a 30% do teor de

ceramida total.

O presente pedido ndo estd limitado & wutilizacdo de
qualquer homdélogo ou variante de GKLF particular. De facto, uma
variedade de variantes de GKLF pode ser utilizada, desde qgue
retenha, pelo menos, alguma da actividade de GKLF de tipo
selvagem. Em particular, estd contemplado que o GKLF de murganho
(SEQ ID N°: 1) e humano (SEQ ID N°: 2) encontra wutilizagdo no
presente pedido. Além disso, estd contemplado que os variantes
de GKLF codificados ©por sequéncias que se hibridam as
SEQ ID N°: 1 e 2, sob condigdes de estringéncia baixa a elevada,
encontrarao utilizacao no presente pedido. Os variantes
funcionais podem ser rastreados por expressao do variante num
vector apropriado (descrito em maior detalhe abaixo) em
queratindécitos, utilizando os qgueratindcitos para produzir um
equivalente de pele e analisando o equivalente de pele para
funcdo de Dbarreira aumentada. Alternativamente, os variantes
funcionais podem ser identificados por um ensaio de desvio de
mobilidade electroforética, como descrito em (Zhang et al., J.

Biol. Chem., 273(28): 17917-25 (1998).
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Em algumas formas de realizacdo, o0s variantes resultam de
mutacdo, (i. e., uma alteracdao na sequéncia de &acidos nucleicos)
e, em geral, produzem ARNm ou polipéptidos alterados, cuja
estrutura ou funcao pode ou nao ser alterada. Qualguer gene dado
pode ter nenhuma, uma ou muitas formas variantes. As alteracdes
mutacionais comuns que dao origem a variantes sao, em geral,
atribuidas a delecgdes, adigbes ou substituicbes de Acidos
nucleicos. Cada destes tipos de alteracodes pode ocorrer
isoladamente ou em combinacdo com as outras e a taxa de uma ou

mais vezes numa dada sequéncia.

Estd contemplado que é possivel modificar a estrutura de um
péptido tendo uma funcdo (e. g., funcao de GKLF) para efeitos,
tais como aumento da afinidade de 1ligacdo de GKLF pelo seu
ligando de 4&cido nucleico. Esses péptidos modificados séo
considerados equivalentes funcionais de péptidos tendo uma
actividade de GKLF, como aqui definido. Pode ser produzido um
péptido modificado, no qual a sequéncia nucleotidica codificando
o polipéptido foi alterada, tal como por substituicado, delecao
ou adicao. Em formas de realizacdo particularmente preferidas,
estas modificagdes nado reduzem significativamente a actividade
do GKLF modificado. Por outras palavras, a construgao “X” pode
ser avaliada de modo a determinar se é um membro do género do
GKLF modificado ou variante do presente pedido, como definido
funcionalmente, em vez de estruturalmente. Em formas de
realizacgdo preferidas, a actividade de GKLF variante ou mutante

é avaliada pelos métodos descritos acima.

Além disso, como descrito acima, as formas variantes de
GKLF também estdo contempladas como sendo equivalentes aos
péptidos e moléculas de ADN que sao aqui expostos em maior

detalhe. Por exemplo, estd contemplado que a substituicéo
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isolada de uma leucina com uma isoleucina ou valina, um
aspartato com um glutamato, uma treonina com uma serina ou uma
substituicdo semelhante de um aminodcido com um aminodcido
estruturalmente relacionado (i. e., mutagdes conservativas) nao
terd um efeito principal na actividade bioldgica da molécula
resultante. Consequentemente, algumas formas de realizacdao do
presente pedido proporcionam variantes de GKLF agqui divulgado
contendo substituicdes conservativas. As substituicdes
Conservativas sdo as que acontecem numa familia de aminodcidos
que sado relacionados nas suas cadeias laterais. Os aminodcidos
geneticamente codificados podem  ser divididos em quatro
familias: (1) acidica (aspartato, glutamato) ; (2) basica
(lisina, arginina, histidina); (3) nao polar (alanina, wvalina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina,
triptofano); e (4) polar nao carregada (glicina, asparagina,
glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina). A
fenilalanina, triptofano e tirosina sao, por vezes,
classificados conjuntamente como aminocdcidos aromaticos. De modo
semelhante, o repertdério de aminodcido pode ser agrupado como
(1) acidico (aspartato, glutamato) ; (2) bédsico (lisina,
arginina, histidina), (3) alifatico (glicina, alanina, valina,
leucina, isoleucina, serina, treonina), com sSerina e treonina
opcionalmente agrupadas separadamente como alifdtico-hidroxilo;
(4) aromdatico (fenilalanina, tirosina, triptofano); (5) amida
(asparagina, glutamina); e (6) contendo enxofre (cisteina e
metionina) (e. g., Stryer ed., Biochemistry, p. 17-21, 223 ed, WH
Freeman and Co., 1981). Se uma alteracdo na sequéncia de
aminodcidos de um péptido resulta num homdélogo funcional pode
ser facilmente determinado pela avaliacdo da capacidade de o
péptido variante funcionar num modo semelhante a proteina de
tipo selvagem. Os péptidos tendo mais de uma substituicdo podem

ser facilmente testados da mesma forma.
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Mais raramente, um  variante inclui alteracdes nao
conservativas” (e. g., substituicdo de wuma glicina com um
triptofano). Variacgdes menores andlogas também podem incluir
delecbes ou 1insercgdes de aminodcido, ou ambas. Orientacdo na
determinacao de que residuos de aminodcido podem ser
substituidos, inseridos ou delecionados, sem abolir a actividade
bioldégica, pode consultar—-se utilizando programas de computador

(e. g., software LASERGENE, DNASTAR Inc., Madison, Wis.).

O GKLF heterdlogo €& expresso em dqueratindcitos pela
utilizacdo de um vector e sequéncias regulatdérias adequados. Em
algumas formas de realizacao preferidas, sao utilizados
promotores de involucrina ou transglutaminase 3. Em outras
formas de realizacdo preferidas, a expressdao de GKLF sera
dirigida pelo sistema de promotor indutivel do plasmideo pTetOn
(Clontech, Palo Alto, CA). Estd contemplado que varios outros
vectores de expressao mamiferos sao adequados para utilizacdao no
presente pedido, incluindo mas nao limitado a pWLNEO, pSV2CAT,
p0G44, PXT1, PSG (Stratagene) PSVK3, PBPV, PMSG, PSVL
(Pharmacia). Qualguer outro plasmideo ou vector pode ser
utilizado, desde gue sejam replicdveis e vidveis no hospedeiro.
Em algumas formas de realizacdo preferidas do presente pedido,
0s vectores de expressao mamiferos compreendem uma origem de
replicagao, um promotor e estimulador adequados e também
quaisquer sitios de ligacado de ribossoma necessarios, sitios de
poliadenilacgao, sitios dadores e aceitadores de excisao,
sequéncias de terminacao de transcrigcao e sequéncias néao
transcritas flangqueantes em 5’. Noutras formas de realizacdo, as
sequéncias de ADN derivadas da excisdo de SV40 e sitios de
poliadenilagao podem ser utilizados para proporcionar  0s

elementos genéticos nao transcritos requeridos. Além disso, o
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gene de Klf4 pode ser inserido por meio de um vector retroviral.
Em formas de realizacdo particularmente preferidas, o vector
retroviral é o vector retroviral pseudotipado (Clontech, Palo
Alto, CA). A transfeccdo pode ser alcancada por qualquer método
conhecido na técnica, incluindo mas nado limitado a co-
precipitacao por fosfato de cadlcio, electroporacao,
bombardeamento de microparticulas, transfeccdo mediada por

lipossomas ou infecgdo retroviral.

D. Utilizagdes de Substitutos de Pele tendo Fungdo de

Barreira Melhorada

Estd contemplado que os substitutos de pele da presente
invencdo tém uma variedade de utilizacdes. Estas utilizacdes
incluem mas nao estdao limitadas a utilizacdo para compostos de
rastreio (e. g., irritantes), substratos para cultivo de tumores
e agentes patoldgicos (e. g., virus do papiloma humano) e
utilizacdo para oclusdao de feridas e tratamento de queimaduras.

Estas utilizacgdes sdo descritas em maior detalhe abaixo.

1. Utilizagdo para compostos de Rastreio

Os equivalentes de pele da presente 1invencgao podem ser
utilizados para uma variedade de testes in vitro. Em particular,
os equivalentes de pele encontram utilizacdo na avaliacgao de:
produtos de cuidado da pele, metabolismo de farmacos, respostas
celulares a compostos de teste, cicatrizacdao de feridas,
fototoxicidade, irritacéao dérmica, inflamacao dérmica,
corrosividade de pele e lesdao celular. 0Os equivalentes de pele

sdo proporcionados numa variedade de formatos para testagem,
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incluindo mas nao limitados a placas de 6 pocos, 24 pocgos e 96
pocos. Além disso, o0s equivalentes de pele podem ser divididos
por técnicas de disseccdo correntes e, depois, testados. Os
equivalentes de ©pele da presente invencdao tém uma camada
epidérmica com um estrato cdérneo diferenciado e camada dérmica
que inclui fibroblastos dérmicos. Como descrito acima, em formas
de realizacgao particularmente preferidas, a camada epidérmica é
derivada de células NIKS imortalizadas. Outras linhas celulares
preferidas, incluindo células NIKS, sao caracterizadas por 1)
serem imortalizadas; ii) serem nao tumorigénicas; iii) formarem
envelopes cornificado quando induzidas a se diferenciarem; iv)
sofrerem diferenciacdo escamosa normal em cultura organotipica;
e V) manterem requisitos de crescimento especificos de tipo de
célula em cultura submersa, em qgque os referidos requisitos de
crescimento especificos de tipo de célula incluem 1) exibicao de
caracteristicas morfoldégicas de queratindcitos humanos normais
quando cultivados em meio de crescimento de queratindcitos
padrao na presencga de células alimentadoras 3T3 tratadas com
mitomicina C; 2) dependéncia do factor de crescimento epidérmico
para cultura serial; e 3) inibicdo do crescimento pelo factor RB1

de crescimento transformante.

O presente pedido abrange uma variedade de ensaios de
rastreio. Em algumas formas de realizacdo, o método de rastreio
compreende proporcionar um equivalente de pele da presente
invencao e, pelo menos, um composto ou produto de teste (e. g.,
um produto de cuidado da pele, tais como um creme hidratante,
cosmético, corante ou fragrancia; os produtos podem estar em
qualgquer forma, incluindo mas nédo limitada a cremes, logdes,
liquidos e sprays), aplicacdao do produto ou composto de teste a
equivalente de pele e ensaio do efeito do produto ou composto de

teste no equivalente de pele. Uma ampla variedade de ensaios é
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utilizada para determinar o efeito do produto ou composto de
teste no equivalente de pele. Estes ensaios incluem mas nao
estdo limitados a ensaios de citotoxicidade de MTT (Gay, The
Living Skin Equivalent as an In Vitro Model for Ranking the
Toxic Potential of Dermal Irritants, Toxic. In Vitro (1992)) e
ELISA para ensailar a libertacdo de moduladores inflamatdrios
(e. g., prostaglandina E2, prostaciclina e interleucina-1-alfa)
e quimiocatractores. 0Os ensaios podem ser ainda dirigidos a
toxicidade, poténcia ou eficdcia do composto ou produto. Além
disso, pode ser testado o efeito do composto ou produto no

crescimento, funcao de barreira ou resisténcia tecidular.

Em particular, o presente pedido contempla a utilizacdo dos
equivalentes de ©pele para rastreio de alta capacidade de
compostos a partir de bibliotecas combinatérias (e. g.,
bibliotecas contendo mais de 10° compostos). Em algumas formas de
realizacao, as células sao utilizadas em ensaios de segundo
mensageiro que monitorizam a transducadao de sinal apds activacgao
de receptores de superficie celular. Noutras formas de
realizacao, as células podem ser utilizadas em ensaios de gene
repérter gque monitorizam respostas celulares ao nivel de
transcricdo/traducdo. Ainda em formas de realizacdo adicionais,
as células podem ser utilizadas em ensaios de proliferacao
celular para monitorizar a resposta de crescimento/sem

crescimento global das células a estimulos externos.

Em ensaios de segundo mensageiro, o0s equivalentes de pele
sao tratados com um composto ou pluralidade de compostos (e. g.,
de uma biblioteca combinatdéria) e ensaiados para a presenga ou
auséncia de uma resposta de segundo mensageiro. Em algumas
formas de realizacgao preferidas, as células, 1i. e., (células

NIKS) utilizadas para criar os equivalentes de pele séao
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transfectadas com um vector de expressao codificando um receptor
de superficie de célula recombinante, canal idnico, canal
dependente de voltagem ou qualquer outra proteina de interesse
envolvida numa cascata de sinalizacdo. Estd contemplado que,
pelo menos, alguns dos compostos na biblioteca combinatéria
podem servir como agonistas, antagonistas, activadores ou
inibidores da proteina ou proteinas codificadas pelos vectores.
Também estd contemplado que, pelo menos, alguns dos compostos na
biblioteca combinatdria podem servir como agonistas,
antagonistas, activadores ou inibidores da proteina actuando a
montante ou jusante da proteina codificada pelo vector numa via

de transducao de sinal.

Em algumas formas de realizacdo, o0s ensaios de segundo
mensageiro medem sinais fluorescentes de moléculas repdrter que
respondem a alteragdes intracelulares (e. g., concentracao de
Ca%, potencial de membrana, pH, IP3, cAMP, libertacdo de &acido
araquidénico), devido a estimulacdo dos receptores de membrana e
canais didénicos (e. g., canais 1dénicos dependentes de 1ligando)
(Denyer et al., Drug Discov. Today 3:323-32 (1998); Gonzales
et al., Drug. Discov. Today 4:431-39 (1999)). Os exemplos de
moléculas repdrter incluem mas nao estdo limitados a sistemas de
transferéncia de energia de ressonidncia de fluorescéncia (e. g.,
Cuo-lipidos e oxondis, EDAN/DABCYL), indicadores sensiveis a
cadlcio (e. g., Fluo-3, FURA 2, INDO 1 e FLUO3/AM, BAPTA AM),
indicadores sensiveis a cloreto (e. g., SPQ, SPA), indicadores
sensiveis a potdassio (e. g., PBFI), indicadores sensiveis a

sédio (e. g., SBFI) e indicadores sensiveis a pH (e. g., BCECF).

EFm geral, as células compreendendo o0s equivalentes de pele
sao carregados com o indicador antes da exposicao ao composto.

As respostas das células hospedeiras a tratamento com o0s
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compostos podem ser detectadas por métodos conhecidos na

técnica, incluindo mas nao limitados a microscopia de
fluorescéncia, microscopia confocal, citometria de fluxo,
dispositivos microfluidicos, sistemas de FLIPR (Schroeder e
Neagle, J. Biomol. Screening 1:75-80 (1996)) e sistemas de

leitura de placas. Em algumas formas de realizacao preferidas, a
resposta (e. g., aumento na intensidade fluorescente) causada
por composto de actividade desconhecida é comparada com a
resposta gerada por um agonista conhecido e expressa como uma
percentagem da resposta médxima do agonista conhecido. A resposta
maxima causada por um agonista conhecido € definida como uma
resposta de 100%. Do mesmo modo, a resposta maxima registada
apds adicao de um agonista a uma amostra contendo um antagonista
conhecido ou de teste ¢ de um modo detectdvel inferior a

resposta de 100%.

Os equivalentes de pele da presente invencao também séo
Utels em ensaios de gene repdrter. Os ensaios de gene repdrter
envolvem a utilizacgdo de células hospedeiras transfectadas com
vectores codificando um 4&dcido nucleico compreendendo elementos
de controlo transcricional de um gene alvo (i. e., um gene que
controla a expressao e funcao bioldgicas de um alvo de doenca ou
resposta inflamatéria) excisado numa sequéncia codificante para
um gene repdrter. Por conseguinte, a activacdao do gene alvo
resulta na activacdao do produto de gene repdrter. Isto serve
como 1ndicador da resposta a esssa resposta inflamatdria. Por
conseguinte, em algumas formas de realizacdo, a construgao de
gene repdérter compreende a regiao regqulatéria 57 (e. g.,
promotores e/ou estimuladores) de um gene que ¢ induzido devido
a inflamacdo ou irritacdo de pele ou proteina que estd envolvida
na sintese de compostos produzidos em resposta a inflamagdo ou

irritagcdao (e. g., prostaglandina ou prostaciclina) ligados de
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modo operativo a um gene repdrter. 0Os exemplos de genes repdrter
encontrando wutilizacdo na presente invencdao incluem mas nao
estdo limitados a cloranfenicol transferase, fosfatase alcalina,
luciferases de pirilampo e Dbacterianas, R-galactosidase, p-
lactamase e proteina verde fluorescente. A producgdo destas
proteinas, com a excepgdao de proteina verde, vermelha, amarela
ou azul fluorescente, ¢é detectada através da utilizacao de
produtos gquimioluminescentes, colorimétricos ou bioluminescentes
de substratos especificos (e. g., X-gal e luciferina). As
comparacgdes entre compostos de actividades conhecidas e

desconhecidas podem ser conduzidas como descrito acima.

Em outras formas de realizacdo preferidas, o equivalente de
pele encontra utilizacdo ©para o rastreio de eficacia de
introducdo de farmacos na pele ou o efeito de farmacos dirigidos
a pele. Nestas formas de realizacadao, o0s equivalentes de pele séo
tratados com o sistema de distribuicdo de farmacos ou farmaco e
a permeagdo, penetracdo ou retencgdo do fdrmaco no equivalente de
pele ¢é ensaiada. 0Os métodos para o ensaio de permeacao de
fdrmaco sado proporcionados em Asbill et al., Pharm Res. 17(9):
1092-97 (2000). Em algumas formas de realizacdo, os equivalentes
de pele sao montados por cima de células de difusdo de Franz
modificada. Os equivalentes de pele sao deixados hidratar
durante uma hora e, depois, pré-tratados durante uma hora com
propilenoglicol. Uma suspensdo saturada do farmaco modelo em
propilenoglicol &, depois, adicionada ao equivalente de pele. O
equivalente de pele pode ser, depois, amostrado a intervalos
predeterminados. Os equivalentes de pele sao, depois, analisados
por HPLC para determinar a concentragdo do farmaco na amostra.
Os valores de Log P para os farmacos podem ser determinados
utilizando o programa ACD (Advanced Chemistry Inc., Ontario,

Canadad). Estes métodos podem ser adaptados para estudar a
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distribuicdo de féarmacos por meio de adesivos transdérmicos ou

outros modos de distribuicao.

Ainda em formas de realizacao preferidas adicionais, os
equivalentes dérmicos semeados, que ainda nado tenham sofrido
diferenciacdo, encontram utilizacdo em ensaios para compostos
que inibem, aceleram ou, de outro modo, efectuam a diferenciacéo

dos queratindécitos semeados.

2. Testagem de Irritagdo de Pele

Em algumas formas de realizacao, o0s equivalentes de pele da
presente invencgdo sado utilizados em ensaios de gene repdrter
para a testagem de compostos para a sua actividade irritante de
pele. Noutras formas de realizacao, 0 presente pedido
proporciona métodos de utilizacdo do equivalente de pele para a
identificacdo de novos genes que sao responsivos e irritantes de
pele conhecidos. Os novos genes 1identificados wutilizando os
métodos do presente pedido encontram, ainda, wutilizacdao na
geracao de construgdes de gene repdrter adicionais para rastreio

de potenciails irritantes de pele.

Foram efectuadas experiéncias iniciais de rastreio para
confirmar que transfectantes estdveis de queratindcitos de NIKS
expressando um transgene (GFP) exibem estratificacdo normal em
cultura organotipica. As células NIKS foram transfectadas de um
modo estdavel com a proteina verde fluorescente (GFP) de Aequorea
victoria e uma populacdo clonal foi isolada. A capacidade de
estas células NIKS positivas para GFP (NIKS®Y) transfectadas de
um modo estdvel recriarem a arquitectura de tecido normal em

culturas organotipicas foi testada. As amostras foram
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congeladas, seccionadas em cridstato e analisadas por
microscopia fluorescente. As culturas foram, em primeiro lugar,
examinadas para expressao e localizacao de GFP. Além disso, as
secgbes foram coradas com Hoechst, um corante nuclear, e
hematoxilina e eosina (H&E) para orientar e visualizar as
camadas celulares das culturas. As seccoes de culturas
organotipicas foram wvisualizadas wutilizando um microscdpio
fluorescente invertido IX-70 (Olympus), equipado com filtros de
GFP e Hoechst (Ampliacado, 400X). As secgdes de culturas de
NIKS®® mostraram que a GFP estava presente em todas as camadas
da cultura organotipica, <com a fluorescéncia mais intensa

observada na camada cornificada.

A histologia das culturas de NIKS®® organotipicas foi
depois comparada com a das células NIKS nédo transfectadas e
queratindécitos de BC-1-Ep parentais. As secgdes coradas com H&E

de massas de NIKS®F

mostraram uma camada basal definida, bem
organizada e excelente estratificacao, sem anormalidades
relativamente a controlos nao transfectados e a queratindcitos
de BC-1-Ep parentais. Todas as trés culturas mostram
estratificacdo celular comparavel, sem diferencas histoldgicas
visiveis ao nivel de microscépio dptico.

Para examinar ainda a capacidade de as células NIKS®® se
diferenciarem normalmente, a expressdo de varios marcadores de
diferenciacéo especificos de queratinécito foi analisada por
microscopia de imunofluorescéncia. A medida que oS
queratindécitos se deslocam para uma posicado suprabasal no
tecido, sintetizam proteinas especificas de diferenciacao. Os
queratindécitos cessam a producado das queratinas K5 e Kl4 basais
e comecam a expressar as queratinas K1 e K10 especificas

diferenciacdao, que sao expressas por todas as restantes camadas

76



na epiderme. As seccgbes das culturas organotipicas foram
examinadas para expressao e localizacao de K10, wutilizando
imunofluorescéncia indirecta. A gueratina 10 era expressa
normalmente nas camadas suprabasais em culturas organotipicas de
BC-1-Ep, NIKS e NIKS®’". Para caracterizar ainda o padrdo de
diferenciacdo das células NIKS®¥, a expressdo e localizacdo de
filagrina, que é um marcador de diferenciacao de fase tardia,
foram examinadas. A diferenciacdao de queratindcitos no estrato
granuloso ¢é distinguida pela presenca de granulos de querato-
hialina distintos. Estes grédnulos sdo compostos por filagrina e
outras proteinas qgue sao precursores para a producado do envelope
cornificado. A coloracao de filagrina em secgdes de todas as
culturas organotipicas exibiu um padrao pontilhado,

caracteristico de células na camada granular.

Além disso, a expressao e localizacao dos componentes de
juncao aderentes, caderina E e P, foram analisadas. Na epiderme
normal, dois membros da familia clédssica de caderina, caderina E
e P, sao expressos, desempenhando ambos um papel importante na
diferenciacdo e adesao celular na epiderme. A expressao de
caderina P estd limitada a camada basal e a caderina E esté
localizada por toda a epiderme. O padrao de coloracao de
caderina E estd normal e localizado nas margens célula-célula em
seccbes de todas as trés culturas. Estes dados demonstram que as
células NIKS geneticamente modificadas exibem diferenciacéo
normal. Deste modo, estd contemplado que as células NIKS
contendo construgdes de gene repdrter formardo equivalentes de
pele cultivados semelhantes aos formados com queratindcitos

primérios.

Também foram realizadas experiéncias para confirmar que, em

resposta a irritantes conhecidos, as células NIKS segregam uma

77



citocina conhecida por ser segregada em resposta a irritantes de
pele. O Exemplo 3 demonstrou que as células NIKS segregam IL-1o

em resposta a um irritante de pele conhecido.

i) Ensaios de Gene Repérter

Em algumas formas de realizacao, a presente invencao
proporciona células equivalentes de pele (i. e., NIKS)
compreendendo uma construcao de gene repdérter responsiva a
irritantes de pele. As construcgdes de gene repdrter adequadas
incluem mas ndo estdo limitadas as descritas acima. Em algumas
formas de realizacdo, as células tém ainda funcdao de barreira

melhorada.

Estudos anteriores indicaram que a expressao de IL-8 se
correlaciona bem com irritacdo de ©pele (de Brugerolle de
Fraissinette et al., Cell Biology e Toxicology, 15:121 [1999]).
As sequéncias publicadas do gene de IL-8 incluem 1482 pb de ADN
a montante do sitio de iniciacdo de transcrigcdo e 102 pb de ADN
transcrito, nao traduzido, a montante da regido codificante de
IL-8 (Mukaida et al., J. Immunology, 143:1366 [1989]). Chang e
colaboradores verificaram gque um gene repdrter contendo
sequéncias promotoras de IL-8 entre -1472 e +19 é induzido por
dcido trans-retindico em células epiteliais tragqueobrdnguicas
(Chang et al., Am J. Respir Cell Mol Biol. 22:502 [2000]). Abe
et al., mostraram que fragmentos de promotor de IL-8 contendo
tanto quanto 130 pb a montante do sitio de iniciacao de
transcricado dirigem a expressao indutivel de um gene repdrter de
luciferase (RAbe et al., Am J. Respir Cell Mol Biol., 22:51
[2000]). Este fragmento contém sitios de ligag¢do para NF-xB, AP-

1 e NF-IL-6 e os sitios de 1ligacgcdao para estes factores séao
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requeridos para expressao indutivel de IL-8 (revisto em Roebuck,

J. Interferon Cytokine Res., 19:429 [1999]).

Consequentemente, em algumas formas de realizacéao, a
presente invengao proporciona células de equivalente de pele
(i. e., NIKS) compreendendo um gene repdrter em que a expressao
de um gene repdrter (e. g., uma enzima) & controlada pela regiao
regulatéria de um gene responsivo e irritante. A ©presente
invencdo ndo estd limitada a qualquer promotor responsivo e
irritante. De facto, uma variedade de promotores estad
contemplada, incluindo mas nédo limitada a IL-8 e IL-la. A
presente invencgdo nédo esta limitada a regido regulatdria
integral do gene responsivo e irritante. De facto, em algumas
formas de realizacao, fragmentos compreendendo uma porgao da
regidao regulatdéria estdao contemplados. Qualguer regido ou
regides que sejam responsivas a um irritante encontram
utilizagdao na presente invencdo. Orientacdo para determinar se
uma dada regidao de um gene é responsiva ¢é proporcionada no

Exemplo 4 abaixo.

A presente invencdo nao estd limitada a gqualquer gene
repdrter particular. De facto, uma variedade de genes repdrter
estd contemplada, incluindo mas ndo limitada a fosfatase
alcalina segregada (SEAP), cloranfenicol transferase,
luciferases de pirilampo e bacterianas, -galactosidase,
—-lactamase e proteina verde fluorescente. A producao destas
proteinas, com a excepgcao de proteina verde fluorescente, é
detectada através da utilizacdo de produtos quimioluminescentes,
colorimétricos ou bioluminescentes de substratos especificos

(e. g., X-gal e luciferina).
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As construcgdes de gene repdrter contidas num plasmideo sao
geradas utilizando técnicas correntes de biologia molecular. Por
exemplo, em algumas formas de realizagdo, o pSEAP (Tropix,
Bedford, MA) ¢é wutilizado para gerar uma construcdo de gene
repérter. O pSEAP é um vector de expressao mamifero desprovido
de um promotor e contendo o gene de SEAP (Berger et al., 1988).
0 vector contém um poliadaptador para insercao de
promotor/estimulador, assim Ccomo um intrao e sinais de
poliadenilacdo de SV40. O vector pode ser propagado em E. coli
devido a origem de replicacdo derivada de ©pUCl9 e gene de
resisténcia a ampicilina. Outros vectores adequados para a
geracao de construgdes de gene repdérter estdo disponiveis
(e. g., incluindo mas nao limitados a pPR-Gal (repdrter de

R-galactosidase); Tropix).

Sao estabelecidas 1linhas celulares equivalentes de pele
estdveis (e. g., NIKS) qgue contém o gene repdrter e estas
células transfectadas sao utilizadas para gerar equivalentes de
pele in vitro. As células sao, depois, utilizadas para
monitorizar a expressao da construcdao de gene repdérter em

resposta a um painel de compostos irritantes (Ver o Exemplo 4).

LA expressdo pelo gene repdrter pode ser medida utilizando
qualguer ensaio adequado. Em algumas formas de realizacao
preferidas, a presente invengao utiliza leituras de expressao
génica de irritantes de pele por linhas celulares derivadas de
NIKS albergando construgdes de gene repdrter. A utilizacao
desses ensaios aumenta a velocidade e diminui os custos de
utilizagdao dos ensaios para testagem de novos compostos. Por
exemplo, em algumas formas de realizacao, sao utilizados ensaios

de gene repdédrter guimioluminescente que podem ser realizados em
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30 minutos ou menos. O Exemplo 4 descreve um ensaio ilustrativo

que encontra utilizacdo na presente invencao.

ii) Rastreio para Novos Genes Responsivos e irritantes

Noutras formas de realizacado, o presente pedido proporciona
métodos e composicgdes para a identificacdao de novos genes
responsivos e irritantes. Em algumas formas de realizacao, de
modo a obter-se dados que se correlacionem bem com a exposicao a
irritantes na populacdo geral, sao ensaiadas alteracdes globais
de expressao génica em culturas organotipicas de queratindcitos
humanos primdarios de dadores agregados dque foram expostos a
irritantes de pele conhecidos. 0Os novos genes identificados
pelos métodos do presente pedido encontram utilizacdo em ensaios
de testes de irritacao, utilizando 1linhas celulares de gene
repdrter derivadas de equivalentes de pele (e. g., NIKS) e uma

matriz de expressao génica preditora de irritacéo.

As matrizes de expressao génica tém sido utilizadas com
sucesso para obter novos conhecimentos sobre as respostas

globais de expressao génica de células de mamifero a soro (Iyer

et al., Science 283:83 [1999]) e vias de sinalizacdo de factor
de crescimento especificas (Fambrough et al., Cell 97:727
[1999]). Além disso, foli recentemente estabelecido gque a andlise

de aglomerados (Eisen et al., PNAS 95:14863 [1998] de padrdes de
expressao génica pode distinguir e prever diferentes formas de
cancro (leucemia mieldéide aguda versus leucemia linfobléstica
aguda) (Golub et al., Science 286:531 [1999]). A analise da
expressao de 6817 genes humanos nestas duas formas de cancro
conduziu a geracdo de uma matriz “preditora” dos 50 genes mais

informativos que distinguiram com sucesso um conjunto
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independente de amostras de doentes (Golub et al., Supra). Este
¢ um poderoso exemplo da andlise de matriz de ADN para derivar
um subconjunto de genes conhecidos e novos, cujo padrdo global
pode distinguir as subtilezas de dois estados celulares de
doenca diferentes. Consequentemente, em algumas formas de
realizacdo, sdao wutilizadas matrizes génicas para identificar

novos genes segregados em resposta a irritantes conhecidos.

As matrizes de expressdo génica estdo disponiveis numa
variedade de formatos a partir de um numero de fontes
comerciais, incluindo mas ndo limitadas a matrizes baseadas em
filtros (Research Genetics and Clontech), matrizes de ADNc de
lamela de vidro (Incyte-Genome Systems) e micromatrizes de ADN
oligonucleotidico (Affymetrix). Em um exemplo ilustrativo
(Exemplo 5), as micromatrizes de ADNc (Genome Systems) séao
utilizadas para rastrear qgueratindcitos humanos cultivados

tratados com irritantes conhecidos.

Os métodos de rastreio do presente pedido sao utilizados
para gerar uma base de dados de alteragdes de expressao génica
em queratindcitos humanos, em resposta a multiplos irritantes de
pele conhecidos. A informagdo contida na base de dados encontra
utilizagcdo no desenvolvimento de matrizes de expressao génica
preditoras de irritacdo. Essas matrizes sao utilizadas para
gerar um perfil de irritacdo que é susceptivel de ser um melhor
preditor de irritacdao de pele in vivo do que 0s ensaios de ponto
final Unico actualmente em utilizacdo. As leituras de expressao
génica simples de irritantes de pele por linhas celulares
derivadas de equivalentes de pele (e. g., NIKS), albergando
construgdes de gene repoérter, aumentarao a velocidade e
diminuirdao os custos de utilizacdo destes ensaios para testagem

de novos compostos.
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3. Substratos para Cultivo de Tumores e Agentes Patoldgicos

Estd contemplado gque equivalentes de pele da presente
invencao também sao Uteis para a cultura e estudo de tumores que
ocorrem naturalmente na pele, assim como para a cultura e estudo
de patogénios que afectam a pele. Consequentemente, em algumas
formas de realizacdo, estd contemplado que os equivalentes de
pele da presente invencado sao semeados com células malignas. A
titulo de exemplo nao limitativo, os equivalentes de pele podem
ser semeados com células SCC1l3y malignas, como descrito na Pat.
U.S. N° 5989837, ©para proporcionar um modelo de carcinoma
espinocelular humano. Estes equivalentes de pele semeados podem,
depois, ser utilizados para rastrear compostos ou outras
estratégias de tratamento (e. g., radiacdo ou tomoterapia) para
eficdcia contra o tumor no seu ambiente natural. Deste modo,
algumas formas de realizacdao do presente pedido proporcionam
métodos compreendendo proporcionar um equivalente de pele
compreendendo células malignas ou um tumor e, pelo menos, um
composto de teste, tratamento do equivalente de pele com o
composto e ensaio do efeito do tratamento nas células malignas
ou tumores. Noutras formas de realizacdo do presente pedido, séo
proporcionados métodos que compreendem proporcionar um
equivalente de pele compreendendo células malignas ou um tumor
e, pelo menos, uma terapia de teste (e. g., radiacao ou
fototerapia) tratamento do equivalente de pele com a terapia e

ensaio do efeito da terapia nas células malignas ou tumores.

Noutras formas de realizacao, os equivalentes de pele séao
utilizados para cultura e estudo de patogénios de pele. A titulo

de exemplo nao limitativo, 0s equivalentes de pele séao
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infectados com virus do papiloma humano (HPV), tal como HPV1S8.
Os métodos para preparacao de equivalentes de pele infectados
com HPV sao descritos na Pat. U.S. N° 5994115. Deste modo,
algumas formas de realizacdao do presente pedido proporcionam
métodos compreendendo proporcionar um equivalente de pele
infectado com um patogénio de interesse e, pelo menos, um
composto de teste ou tratamento e tratamento do egquivalente de
pele com o composto de teste ou tratamento. Em algumas formas de
realizacao preferidas, os métodos compreendem, ainda, ensaiar o
efeito do composto de teste ou tratamento no patogénio. Esses
ensaios podem ser conduzidos pelo ensaio da presenca, auséncia
ou quantidade do patogénio no substituto de pele apds
tratamento. Por exemplo, um ELISA pode ser realizado para
detectar ou quantificar o patogénio. Em algumas formas de
realizacdo particularmente preferidas, o patogénio € patogénio

viral, tal como HPV.

4. Oclusdo de Feridas e Tratamento de Queimaduras

Os equivalentes de pele da presente invencdo encontram
utilizacao em aplicacgdes de oclusdo de feridas e tratamento de
queimaduras. A utilizacdo de auto-enxertos e aloenxertos para o
tratamento de queimaduras e oclusdao de feridas ¢é descrita em
Myers et al., A. J. Surg. 170(1):75-83 (1995) e Pat. U.S.
N° 5693332; 5658331; e 6039760. Em algumas formas de realizacgao,
os equivalentes de pele podem ser utilizados em conjunto com
substituic¢des dérmicas, tal como DERMAGRAFT. Noutras formas de
realizacao, o0s equivalentes de pele sao produzidos wutilizando
uma fonte corrente de queratindécitos (e. g., células NIKS) e
queratinécitos do doente que 1ird receber o enxerto. Por

conseguinte, o equivalente de pele contém queratindcitos de duas
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fontes diferentes. Ainda em formas de realizacdo adicionais, o
equivalente de pele contém queratindécitos de um isolado de
tecido humano. Consequentemente, o presente pedido proporciona
métodos para a oclusao de feridas, incluindo feridas causadas
por queimaduras, compreendendo proporcionar um equivalente de
pele tendo funcdo de barreira melhorada de acordo com a presente
invengdo e um doente sofrendo de uma ferida e tratamento do
doente com o equivalente de pele, sob condigdes de modo a gque a

ferida seja ocluida.

5. Terapia Génica

Ainda em formas de realizacdao adicionais, o equivalente de
pele é manipulado para proporcionar um agente terapéutico a um
individuo. De facto, estd contemplado gue uma variedade de
agentes terapéuticos pode ser distribuida ao individuo,
incluindo mas nao limitada a enzimas, péptidos, hormonas
peptidicas, outras proteinas, ARN ribossémico, ribozimas e ARN
anti-sentido. Estes agentes terapéuticos podem ser distribuidos
para uma variedade de efeitos, incluindo mas nao limitados aos
efeitos de correccado de defeitos genéticos. Em algumas formas de
realizacdo preferidas particulares, o agente terapéutico &

distribuido para os efeitos de desintoxicagdo de um doente com

um erro de metabolismo congénito hereditario (e. g.,
aninoacidopatese), no gqual o enxerto serve como tecido de tipo
selvagem. Estd contemplado que a distribuicdo do agente

terapéutico corrige o defeito. Em algumas formas de realizacao,
0s queratindcitos utilizados para formar o equivalente de pele
sao transfectados com uma construgdo de ADN codificando um
agente terapéutico (e. g., insulina, factor IX de coagulacgao,

eritropoietina, etc.) e o equivalente de pele ¢é enxertado no
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individuo. O agente terapéutico ¢, depois, distribuido na
corrente sanguinea do doente ou outros tecidos do enxerto. Em
formas de realizacdo preferidas, o &cido nucleico codificando o
agente terapéutico estd ligado de modo operativo a um promotor
adequado. A wutilizacdo de uma variedade de promotores esta
contemplada, incluindo mas nado limitada a promotores indutiveis,
constitutivos, especificos de tecido e especificos de
queratindécitos. Em algumas formas de realizacgao, o Aacido
nucleico codificando o agente terapéutico é introduzido
directamente nos queratinécitos (i. e., por co-precipitacdo por
fosfato de cdlcio ou por meio de transfeccdo de lipossomas). Em
outras formas de realizacdo preferidas, o acido nucleico
codificando o agente terapéutico é proporcionado como um vector
e o vector ¢é introduzido nos queratindécitos por métodos
conhecidos na técnica. Em algumas formas de realizagdo, o vector
é um vector epissomal, tal como um plasmideo. Noutras formas de
realizacdo, o vector integra-se no genoma dos queratindcitos. Os
exemplos de vectores de integracdao incluem mas nao estéao
limitados a vectores retrovirails, vectores de virus adeno-

associados e vectores de transposodes.

Experimental

Os seguintes exemplos sdo proporcionados de modo @ a
demonstrar e ainda ilustrar determinadas formas de realizacado e
aspectos preferidos da presente invengdo e nao podem ser

considerados como limitando o seu ambito.

Na divulgacao experimental gue se segue, aplicam-se as
seguintes abreviaturas: eq (equivalentes); M (Molar); uM

(micromolar); N (Normal); mol (moles); mmol (milimoles); npmol
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(micromoles); nmol (nanomoles); g (gramas); mg (miligramas);
1g (microgramas); ng (nanogramas) ; 1 ou L (litros);
mL (mililitros); nL (microlitros) ; cm (centimetros);
mm (milimetros); pm (micrdmetros); nm (nandmetros); C (graus
Centigrados); U (unidades), mU (miliunidades); min. (minutos);
sec. (segundos); % (por cento); kb (quilobase); pb (par de

bases); PCR (reaccdo em cadeia da polimerase); BSA (albumina de

soro bovino).

Exemplo 1

Efeito de Condigdes de Cultura na Fungdo de Barreira

Epidérmica de Células NIKS

Embora se mostrasse que um numero de condigdes de cultura
melhora diversos aspectos da funcgao de barreira (ver a Tabela 1,
supra), nao tem havido uma tentativa sistemdtica para examinar
os efeitos sinérgicos destas condigdes. Este exemplo proporciona
uma avaliacdo dos efeitos combinados de 4cido ascérbico,
activadores de PPAR (dcido 1linoleico), activadores de FXAR
(farnesol) e humidade relativa reduzidas na funcdo de barreira
epidérmica de culturas organotipicas de NIKS. As propriedades de

barreira de culturas tratadas sdao avaliadas pela medicao da

capacitédncia eléctrica de superficie (SEC) (Boyce et al., J.
Invest. Dermatol., 107(1) : P. 82-17 (19906)), andlise da
composicao lipidica extracelular e por examinacgéo

ultra-estrutural de secgdes de tecido por microscopia

electrédnica.

As condigdes de cultura a serem avaliadas sao apresentadas

na Tabela 2. Os suplementos de cultura sao adicionados
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individualmente ou em combinacdo ao meio de cornificacdo, as
concentracdes indicadas. As culturas organotipicas sd@o incubadas
na interface ar/ligquido, durante 14-17 dias, antes de andlise.
As culturas Dbaseadas em NIKS consistem em compartimentos
dérmicos e epidérmicos. O compartimento dérmico consiste numa
base de colagénio e ¢é formado pela mistura de fibroblastos
neonatais humanos normais, estirpe CI-1-F, com colagénio de Tipo
I, em meio F-12 de Ham contendo soro de vitelo fetal (FCS) a 10%
e penicilina/estreptomicina (P/S) e permitindo contraccgdo. O
compartimento epidérmico é produzido por sementeira das células
NIKS no gel de colagénio contraido em 25 pL de uma mistura de
F-12 de Ham:DME, (3:1, concentracdao de célcio final de 1,88 mM)
suplementado com FCS a 0,2%, hidrocortisona (HC) a 0,4 npg/mL,
toxina da cdélera (CT) a 8,4 ng/mL, insulina (Ins) a 5 pg/mL,
adenina (Ade) a 24 upg/mL e 100 unidades/mL de P/S. As células
sdo deixadas conjugar—-se, 2 horas antes de inundacdo da cémara
de cultura com meios (dia 0). Nos dias 1 e 2, as células sao
realimentadas. No dia 4, as células sao levantadas a interface
de ar com uma almofada de algoddo e mudadas para meio de
cornificacdo contendo F-12 de Ham:DME, (3:1, concentracao de
cdlcio final de 1,88 mM) suplementado com FCS a %, HC a
0,4 pg/mL, CT a 8,4 ng/mL, Ins a 5 pg/mL, Ade a 24 pg/mL e P/S.
As células sao alimentadas com meio de cornificacado fresco, de 3

em 3 dias.

Para medicdao da SEC, a impedéncia das superficies de
cultura ¢é determinada utilizando um medidor de impedéncia
Dermaphase 9003 (NOVA Technologies Corp, Portsmouth, NH). Este
instrumento proporciona uma medida da condutividade eléctrica da
superficie da pele, que estd directamente relacionada com o
estado de hidratacdo e propriedades de barreira da amostra. A

sonda €& colocada em contacto com a superficie de cultura e séao
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tomadas leituras imediatamente apds contacto de sonda e no fim
do periodo de 10 segundos. A leitura inicial §&, depois,
comparada com a leitura depois de a sonda ter estado no lugar
durante 10 segundos. Um aumento na leitura apdés 10 segundos
reflecte hidratacdo aumentada da superficie de cultura, devido a
oclusadao da superficie da pele pela sonda. Visto que a hidratacéo
de superficie ¢é largamente determinada pela permeabilidade do
estrato cdérneo, a magnitude da diferenca entre as leituras
inicial e final de SEC proporciona uma medida das propriedades
de Dbarreira das culturas. Cada condicdo de cultura ¢é analisada
em triplicado e as medicgdes de impeddncia média comparadas com
condigdes de cultura padrao, nao suplementadas, para avaliar
melhoramentos na funcdo de Dbarreira. As leituras de SEC de
culturas in vitro também sao comparadas com as medigcdes de SEC
obtidas de pele humana normal. Estudos anteriores mostraram que
os valores de SEC de substitutos de pele in vitro (400 pF) séao
cerca de dez vezes mais elevados do que os observados com pele
humana normal. O objectivo destas experiéncias € desenvolver
condigdes que melhorem a funcao de Dbarreira de culturas
organotipicas de queratindécitos, de modo a que as leituras de
SEC destas culturas sejam, no maximo, 2-3 vezes mais elevadas do

que a pele normal.

Tabela 2: Suplementos de Cultura e Humidade

Acido ascérbico | Acido Linoleico Farnesol Humidade
100%
75%

50 microgramas/mL 100%
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(continuacao)

Acido ascérbico | Acido Linoleico Farnesol Humidade
50 microgramas/mL 75%
30 micromolar 100%
30 micromolar 75%
50 micromolar 100
50 micromolar 75%
50 microgramas/mL| 30 micromolar 100%
50 microgramas/mL| 30 micromolar 75%
50 microgramas/mL 50 micromolar 100%
50 microgramas/mL 50 micromolar 75%
30 micromolar 50 micromolar 100%
30 micromolar 50 micromolar 75%
50 microgramas/mL| 30 micromolar 50 micromolar 100%
50 microgramas/mL| 30 micromolar 50 micromolar 75%

As composicdes lipidicas de substitutos de pele in vitro
examinados até a data mostram diferencas significativas, em
comparacao com as verificadas em pele humana normal. Em
particular, os niveis de ceramidas 6 e 7 sado grandemente
reduzidos nas culturas in vitro. Para determinar se a preparacao
de culturas organotipicas de pele utilizando as condig¢des de
cultura mostradas na Tabela 2 tem um efeito sinérgico na
composicgao lipidica epidérmica, os perfis lipidicos de culturas
suplementadas sao comparados com lipidos isolados de culturas de
controlo nao suplementadas e com lipidos extraidos de pele
humana normal. Os perfis lipidicos das culturas sao determinados

por cromatografia de camada fina de alta resolugao (HPTLC) de
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lipidos extraidos das camadas de cultura epidérmica. As culturas
organotipicas sao aquecidas a 60 °C, durante 1 min, para separar
as camadas epidérmica e dérmica. Os lipidos totais sdo extraidos
da camada epidérmica por extracg¢ado sequencial com 2 mL de
cloroférmio/metanol (1:2), 2 mL de clorofdérmio/metanol/agua
(1:2:0.5), 2 mL de clorofdérmio/metanol (1:2), 2 mL de
clorofdérmio/metanol (2:1) e, finalmente, com 2 mL de
clorofdérmio. Apds a adicao de 0,2 mL de KCl a 2,5% e 2 mL de
dgua, as amostras sdo centrifugadas e a fase inferior removida
para um tubo limpo. A fase superior restante é extraida com 4 mL
de clorofdérmio. O extracto de clorofdédrmio € combinado com a fase
inferior do extracto inicial. Os solventes sao removidos por
evaporagao sob azoto e os lipidos extraidos sdo dissolvidos em
cloroférmio/metanol (2:1). O teor de lipido total nos extractos
¢ determinado pela pesagem de amostras do extracto apds

evaporacao de solvente.

Os lipidos extraidos (50 microgramas) sao aplicados a
placas de silica gel 60 HPTLC (Merck, Darmstad, FRG) e
resolvidos por HPTLC de uma dimensdao, utilizando o sistema de
desenvolvimento de ceramida. A separacdo lipidica é alcancada

por desenvolvimento sequencial de placas de HPTLC em

clorofdérmio, cloroférmio/acetona/metanol (76:8:16),
clorofdérmio/acetato de hexilo/acetona/metanol (86:1:10:4),
clorofdérmio/acetona/metanol (76:4:20), cloroférmio/éter

dietilico/acetato de Thexilo/acetato de etilo/acetona/metanol
(72:4:1:4:16:4) e, finalmente, com hexano/éter dietilico/acetato
de etilo (80:16:4). A placa de TLC é seca pouco apds cada etapa
de desenvolvimento, antes de se prosseguir para o proéximo
sistema de solventes. Apds separacao, os lipidos sao detectados
pela coloracdo com acetato de cobre e sulfato de cobre em &cido

sulfurico, seguida de carbonizacdo. Cada condigcdao de cultura é
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analisada em triplicado e os niveis de componentes lipidicos
especificos quantificados por densitometria e expressos como uma
percentagem de lipido total. Estudos anteriores mostraram que as
ceramidas 5-7 compreendem apenas 10% da massa de ceramida total
de substitutos de pele 1in vitro, em comparagdao com 39% na
epiderme normal. Existe um aumento correspondente na ceramida 2
nas culturas in vitro que compreende, aproximadamente, 50% da
massa de ceramida total, em comparacdao com 22% na pele normal.
Em formas de realizacdo preferidas, os equivalentes de pele da
presente invencao sao cultivados sob condigcao que resulta num
aumento no teor de ceramidas 5-7 para entre 30-45% da massa de
ceramida total e uma redugao dos niveis de ceramida 2 para entre

20-30% da massa de ceramida total.

A ultra-estrutura das lamelas lipidicas em culturas
organotipica preparadas sob as condigdes descritas na Tabela 2,
¢ examinada por microscopia electrdnica. As culturas sao fixadas
em glutaraldeido a 2% e formaldeido a 2% em tampao de cacodilato
a 0,1 M, pH 7,4, depois, pds—-fixadas em tetrdxido de odsmio a 1%,
seguido de tetroéxido de ruténio a 0,25%. As amostras sao
desidratadas através de uma série de etanol, embebidas em
Eponato e seccionadas num micrétomo Reichert Ultracut. As
secgbdes sao coradas com acetato de uranilo e citrato de chumbo e
examinadas utilizando um microscépio electrdédnico H-7000 Hitachi
(Hitachi, San Jose, CA). As culturas organotipicas produzidas
pelas condigdes listadas na Tabela 2 sdo examinadas para
restabelecimento do padrdo de lamelas lipidicas electronicamente
luzentes e electronicamente densas alternadas verificado em pele

normal.

As culturas organotipicas também s&o avaliadas para

marcadores de proliferacdao celular e diferenciacao especifica de
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tipo de célula, incluindo involucrina, transglutaminase e

queratinas.

Exemplo 2

Expressdo de KIf4 Exdégeno em Células NIKS

Este exemplo descreve a expressao de Klf4d exdédgeno em
células NIKS. O factor de transcricao, factor 4 semelhante a
Krippel (K1f4), ¢é uma proteina de dedo de =zinco expressa a
elevados niveis em epitélio sofrendo diferenciagdao terminal,
especialmente epitélio de pele e 1intestinal. Na pele, esta
enriquecido na camada suprabasal mitoticamente inactiva da
epiderme. O K1f4 foi identificado por hibridacdo de baixa
estringéncia com uma sonda para um dominio de dedo de zinco numa
biblioteca de ADNc de células NIH 3T3 (Shields et al., J. Biol.
Chem, 271(33): 20009-17 (1996)). Os seus trés dedos de zinco de
C2H2 relacionam-no com uma familia de factores de transcricao de
dedos de zinco que inclui EKLF e LKLF, factores dque séao
importantes para diferenciacdo especifica de tecido. E expresso
a niveis mais elevados em células com crescimento interrompido e
a niveis indetectdveis em células em proliferacdo. A expressao
constitutiva de células COS-1 de K1f4 inibe a sintese de ADN.
Liga-se a uma sequéncia de ADN definida que € importante na
regulacao do gene CYP1Al de citocromo P450 (Zhang et al., J.
Biol. Chem., 273(28): 17917-25 (1998)). A ligacao de Kl1f4 ao seu
sitio de ligacdao em CYP1A1l inibe a expressao de CYP1Al,
provavelmente por competicao pela ligagdo de ADN com SPl e
através de interacgdes directas de proteina-proteina com SP1.
Estudos recentes referem que o Klf4d também pode regular a sua

préopria expressao e que uma Iimportante interacgdao de ligacao é
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com p300/CBP (Geiman et al., Nucleic Acids Res., 28(5):
1106-1113 (2000); Mahatan et al., Nucleic Acids Res., 27(23):
4562-9 (1999)). Como ¢é verdadeiro com outros factores de
transcricdo chave, o Klf4 pode ser um potente activador de

alguns genes e um repressor de outros.

O Klf4 ¢é actualmente o melhor gene candidato para um
regulador chave da funcdao de barreira na pele. A eliminacado da
expressdo de Klf4 em murganhos resulta em letalidade neonatal,
aparentemente como resultado de excessiva perda de &agua através
de uma barreira de permeabilidade epidérmica defeituosa. Estas
observacdes sugerem que o Klf4d regula genes gue sao essenciais
para a formagcdo de uma Dbarreira de permeabilidade epidérmica
normal e levantam a possibilidade de que a expressao de K1f4d em
substitutos de pele cultivados poderd melhorar a funcdo de
barreira destas culturas. Este Exemplo descreve dois métodos de
expressao de Klf4d em queratindcitos em diferenciacgao. O primeiro
método € a geracao de uma construcao de expressao indutivel, na
qual a expressao de Klf4 humano ¢é regulada pela presenga ou
auséncia do derivado de tetraciclina, doxiciclina, no meio de
cultura. Um segundo método de dirigir a expressao de Klf4d em
culturas organotipicas wutiliza um fragmento de ADN contendo
3,7 kb da regidao do promotor de involucrina, que dirige a
expressao em queratindécitos em diferenciacao (Carroll et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90(21): p. 10270-4 (1993)) ou 135 pb
da regiao do promotor de transglutaminase 3, que também dirige a
expressadao em queratindécitos em diferenciacdo (Lee et al., J.

Biol. Chem., 271(8): 4561-8 (1996)).

O ADNc codificando K1f4 humano é isolado por PCR utilizando
iniciadores para a sequéncia de K1f4 conhecida (Y et et al., J.

Biol. Chem., 273(2): 1026-31 (1998)). O ADNc de Klf4 €& clonado
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no vector de expressao pTRE2 (Clontech, Palo Alto, CA), que
contém um promotor de CMV minimo, flangqueado por sete repeticgdes
do operador tet (tetO). A integridade do ADNc de Klf4 clonado é
verificada por andlise de sequéncia wutilizando iniciadores
derivados da sequéncia de K1f4 conhecida.

O ADN purificado do plasmideo de expressdao de Klf4 &
introduzido em células NIKS, juntamente com o plasmideo pTet-0On
(Clontech, Palo Alto, CA), que codifica um derivado da proteina
do repressor tet. Esta proteina, rtTA, liga-se ao operador tet
na presencga de doxiciclina e induz a expressao de Klf4 quando a
doxiciclina estd presente no meio de cultura. O gene codificando
uma proteina que confere resisténcia a Dblasticidina seré
amplificado por PCR e <clonado no plasmideo pTet-On, para
permitir para selecgdo de células transfectadas de modo estavel.
As células transfectadas s&ao seleccionadas por crescimento em
meios contendo blasticidina (5 microgramas/mL), que ird provocar
a morte a quaisquer células NIKS gque nao tenham incorporado o
plasmideo no seu genoma. As linhas celulares estdveis que contém
os plasmideos pTRE2-K1f4 e pTet-On sdo identificadas pela
examinacao de linhas celulares clonais maltiplas por
transferéncia de Southern, utilizando sondas marcadas com
digoxigenina derivadas dos plasmideos pTet-On e pTRE2. Multiplos
clones que contém coépias intactas dos plasmideos pTet-On e pPTREZ2
sdo isolados e examinados para expressadao do transgene de K1lf4 na

presenca de doxiciclina.

Para examinar a expressao do transgene de Kl1f4, culturas de
monocamada de linhas celulares transfectadas de modo estavel e
células nao transfectadas de controlo sao incubadas em meio
contendo doxiciclina (1 micrograma por mL). O ARN total §&,

depois, 1isolado de culturas em multiplos intervalos de tempo
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apds adicdao de doxiciclina utilizando o Reagente Trizol (Life
Technologies, Rockville, MD). Vinte microgramas de ARN total séao
analisados por hibridacao de transferéncia de Northern
utilizando sondas marcadas com digoxigenina derivadas do ADNc de
K1f4 clonado e detectadas utilizando o sistema de detecc¢do néo
radicactivo Genius (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis,
IN). O ARN também ¢é isolado de culturas transfectadas cultivadas
na auséncia de doxiciclina, para determinar o nivel basal de
expressao de K1f4 do transgene. O ARN isolado de células néo
transfectadas em cada intervalo de tempo serd analisado para
estabelecer um nivel de fundo de expressao de Klf4 do gene de

K1f4 enddgeno.

O ADNc de Klf4 também é clonado num plasmideo de expressao
contendo sequéncias promotoras do gene de involucrina. Um
fragmento de ADN contendo 3,7 kb do promotor de involucrina
dirige a expressao de transgene para as camadas suprabasais da
epiderme. Este fragmento de promotor ¢é amplificado de ADN
gendémico total por PCR, utilizando iniciadores para a sequéncia
promotora de INV conhecida (Lopez-Bayghen et al., J. Biol.
Chem., 271(1): 512-520 (1996)). O ADNc de Klf4 ¢ clonado num
plasmideo contendo este fragmento de promotor de involucrina e
utilizado para gerar linhas celulares estédveis de NIKS dque
contém este transgene. As linhas celulares estaveis sao
seleccionadas por co-transfecgcao das células NIKS com O
plasmideo INV/K1f4 e um plasmideo expressando o gene de
resisténcia a blasticidina e cultivo das células transfectadas
na presencga de blasticidina. Maltiplas linhas celulares
resistentes a Dblasticidina serdo 1isoladas e examinadas por
transferéncia de Northern para expressao de Klf4 aumentada, em
comparagao com células transfectadas apenas com o plasmideo de

resisténcia a blasticidina.
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Embora o promotor de involucrina tenha sido wutilizado com
sucesso para dirigir a expressdo de varios transgenes para a
epiderme em diferenciacdo, ¢é ©possivel que a construcgao de
INV/KLF4 ndo seja expressa a niveis suficientemente elevados ou
no padrao temporal ou espacial apropriado para ter um efeito na
funcdo de Dbarreira. Se a expressao de Klf4 da construcao do
promotor de involucrina nao for facilmente detectada, séao
geradas construcdes de expressao contendo as regides promotoras
de outro gene especifico de queratinécitos, transglutaminase 3.
O ADNc de K1f4 ¢é clonado num plasmideo de expressao contendo
sequéncias promotoras do gene de transglutaminase 3 (TG3). Um
fragmento do promotor de TG3 contendo 126 pb a montante e 10 pb
a Jjusante do sitio de iniciacdo de transcricdao dirige a
expressao do transgene para células epiteliais (Lee et al., J

Biol Chem, 271(8): 4561-8 [1996]).

O ADNc de Klf4 ¢é clonado num plasmideo contendo este
fragmento de promotor de TG3 e gerar linhas celulares estaveis
de NIKS que contém este transgene. As linhas celulares estaveis
sao seleccionadas por co-transfecgcao das células NIKS com o
plasmideo TG3/K1lf4 e um plasmideo expressando o gene de
resisténcia a blasticidina e cultivo das células transfectadas
na presenga de blasticidina. Maltiplas linhas celulares
resistentes a blasticidina sdao isoladas e examinadas ©por
transferéncia de Northern para expressdao de K1lf4 aumentada, em
comparacgao com células transfectadas apenas com o plasmideo de

resisténcia a blasticidina.

As linhas celulares de NIKS estdveis que expressam Klf4 do
promotor de involucrina ou do sistema indutivel de doxiciclina
sdo examinadas em cultura organotipica para confirmar que o K1f4

é expresso sob estas condigdes de cultura. Os meios e pProcessos
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correntes para culturas organotipicas sao descritos no
Exemplo 1. Células NIKS expressando Klf4 sdao semeadas numa
matriz de colagénio contraido contendo fibroblastos e cultivadas
em cultura submersa, durante 4 dias, antes de ser levantada a
interface de ar. As culturas organotipicas sao alimentadas com
meio de cornificacao, de 3 em 3 dias e mantidas na interface
ar/liquido, durante 14 dias, para formar um epitélio
estratificado. As culturas com NIKS expressando K1lf4 do promotor
indutivel sdo cultivadas em meios contendo 1 micrograma/mL de
doxiciclina. O ARN total ¢é isolado das culturas organotipicas
pela homogeneizacdao da camada epidérmica em reagente Trizol,
extraccado do homogeneizado com clorofdédrmio e precipitagao de ARN
total com isopropanol. O ARN é examinado para expressao de K1f4,

como descrito acima para culturas de monocamada.

Os efeitos da expressao de Klf4 na funcado de barreira sao
examinados por medicdo de capaciténcia de superficie, composicao
lipidica e ultra-estrutura das culturas organotipicas pelos
métodos descritos no Exemplo 1. Além disso, alguns dos agentes a
serem adicionados as culturas no Exemplo 1, especialmente os
activadores PPAR e FXAR, podem servir para activar outros genes
regulatérios que actuam em concertacao com Klf4d. Esta hipdtese é
suportada pela capacidade de estes agentes acelerarem o

desenvolvimento in utero da funcao de barreira.

Os dados sobre o momento e extensao da expressao de Kl1lf4
utilizando os dois sistemas de expressao agqui descritos
permitird a concepcdo de estratégias para melhorar a funcao de
barreira, pela regulagdo da expressao de Klf4d em culturas
organotipicas de NIKS. As culturas organotipicas de NIKS foram
extensamente caracterizadas para ultra-estrutura e expressao de

marcadores de diferenciacao chave. A examinacgao destas
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propriedades fenotipicas da cultura na presenca de expressao de
K1f4 adicionada proporcionara pistas adicionais para as

consequéncias da expressao de Klf4.

Exemplo 3

Secregdo de IL-la em Resposta a Irritantes de Pele

Este exemplo demonstra que as células NIKS segregam IL-1a
em resposta a irritantes de pele. Para determinar se as culturas
organotipicas de células NIKS exibem respostas a irritantes
tipicas de qgueratindécitos primadrios, culturas de equivalentes de
pele de NIKS foram expostas a concentracdes de SDS que sao
conhecidas por deduzirem respostas irritantes de pele in vivo e
in vitro. Solugbes de SDS (0,1%, 0,2% e 0,5%) foram aplicadas
topicamente a culturas organotipicas de NIKS expostas ao ar e
incubadas, durante 24 h, a 37 °C. Apds 24 h, os meios debaixo
das culturas foram ensaiados para proteina de IL-la utilizando
um kit de ELISA de IL-la Quantikine (R&D Systems, Minneapolis,
MN) e as culturas foram incubadas com o reagente MTS (Promega
Corp., Madison, WI) para determinar a viabilidade celular. As
concentragdes de IL-la em meios de culturas de controlo e
tratadas com SDS sao mostradas na Figura 3. Os meios de culturas
ndo tratadas continham IL-la a 25 pg/mL, ao passo dque a
concentracao de IL-la em culturas tratadas com SDS a 0,1%, 0,2%

ou 0,5% foi 290, 375 e 275 pg/mL, respectivamente.

Estes valores correspondem bem a respostas publicadas de
IL-1la em equivalentes de pele expostos a SDS (Perkins et al.,
Toxicological Sciences, 48:218 [1999]). A diminuig¢do na secrecao

de IL-1o em culturas tratadas com SDS a 0,5% deve-se,
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provavelmente, a viabilidade celular diminuida nestas culturas,

com detectado por um ensaio de MTS.

Exemplo 4

Geragdo de Construgdes de Gene Repdrter

Este exemplo descreve métodos para geracgadao de células NIKS
compreendendo construcgdes de gene repdrter compreendendo
fragmentos do promotor de IL-8. Utilizando iniciadores para a
sequéncia conhecida, ¢ utilizado PCR para amplificar um
fragmento de ADN de 1,5 kb contendo o promotor de IL-8 e
sequéncias flanqueantes. Apds verificacao do ADN amplificado por
andlise de sequéncia, este fragmento de ADN & clonado no vector
de expressao pSEAP (Tropix, Bedford, MA), que contém a regido
codificante ©para SEAP, mas que estd desprovido elementos
regulatérios para dirigir a sua expressdao. A integridade da
construcgdo de repdérter é verificada por andlise de restricdo e

sequenciacao de ADN.

Inicialmente, as experiéncias para determinar se a
construcdo de repdérter de IL-8/SEAP ¢ indutivel por irritantes
sao realizadas com células NIKS transfectadas de modo
transiente. Agregados de células transfectadas sao expostos a
irritantes conhecidos (e. g., SDS, &cido trans-retindico) e a
substédncias de controlo (e. g., 6leo mineral, agua) e a
quantidade de actividade de SEAP é determinada por
gquimioluminescéncia, a 4, 8 e 24 h, apds exposicdo a irritante.
A actividade de SEAP ¢é detectada por incubacdo dos meios de
células transfectadas com um Substrato gquimioluminescente

(Phospha-light, Tropix, Bedford, MA), utilizando um lumindmetro
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de microplacas. A andlise da expressdo do gene repdérter IL-
8/SEAP é realizada em triplicado, utilizando populacdes

celulares transfectadas independentemente.

A expressdo de ARN do repdrter IL-8/SEAP & comparada com
aumentos no ARNm do gene de IL-8 enddgeno. Em paralelo com o0s
ensalios de SEAP descritos acima, o ARN € 1isolado de culturas
tratadas de modo idéntico, wutilizando o reagente Trizol (Life
Technologies, Rockville, MD). Como uma medicdo independente da
expressao de IL-8 em queratindécitos tratados com irritante, as
culturas de queratindécitos primdrios de dadores agregados sao
tratadas com os irritantes e processadas para purificacao de
ARN. O ARN total é examinado por transferéncia de Northern para
expressao aumentada do gene de IL-8 enddgeno, utilizando um
fragmento de PCR amplificado baseado em sequéncias conhecidas. O
nivel de ARNm de SEAP expresso do transgene de IL-8/SEAP também
¢ quantificado por andlise de Northern. Aumentos na actividade
de SEAP, como medido por qguimioluminescéncia, e ARNm de SEAP,
determinado por transferéncia de Northern, sao comparados com
aumentos em ARNm de IL-8, para determinar se a expressao do
repdérter de SEAP reflecte com precisdo a indugdao de IL-8 em

resposta a irritantes.

A expressao de ARNm de IL-8 aumenta 7 a 40 vezes, apds
exposicao de 24 h a diversos irritantes de pele (de Brugerolle
de Fraissinette et al., supra). A construcao de repdrter ¢é
considerada indutivel por irritante se o nivel de actividade de
SEAP e ARNm aumentar, pelo menos, 5 vezes em culturas tratadas

com lirritante.

Se a actividade de SEAP for aumentada em células NIKS

transfectadas apds exposicao a irritante, linhas celulares
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estdvels sdo geradas com a construcdo de repdérter de IL-8/SEAP
como se segue. As células NIKS sao co-transfectadas com a
construcgdo de repdérter de IL-8/SEAP e um plasmideo que confere
resisténcia a blasticidina (pCMV/bsd Invitrogen, Carlsbad, CA).
As células transfectadas sao cultivadas na presenca de
blasticidina para seleccionar para células transfectadas de modo
estdvel. 0Os clones individuais de células transfectadas séo
examinados para expressdo do gene repdrter de IL-8/SEAP em
resposta a irritantes. Os clones qgue exibem expressao de
transgene indutivel por irritante sdo wutilizados para gerar
culturas de pele organotipicas. Estas culturas sao examinadas
para responsividade a irritante por aplicacao tépica de SDS,
acido trans-retindico e controlos negativos (agua, 6leo
mineral), como descrito acima. As culturas organotipicas também
podem ser mecanicamente dissociadas, lisadas em tampdo contendo

um detergente ndo i6énico e ensaiadas para actividade de SEAP.

Porque o fragmento de 1,5 kb da regidao regulatdéria de IL-8
pode nao conter a totalidade dos elementos regulatérios
necessarios para responsividade total, é possivel qgue a
magnitude da resposta do gene repdrter possa ser inferior a
observada com o gene de IL-8 enddgeno. Se este fragmento for
insuficiente para dirigir a expressao especifica de irritante de
SEAP, o produto de PCR é utilizado como uma sonda para rastrear
uma biblioteca de ADN gendmico. Esta abordagem permite a
recuperacao de fragmentos de ADN maiores gue sao susceptiveis de
conter mais da regido regulatéria de IL-8. Estes fragmentos de
ADN sdo caracterizados por mapeamento de restricdo e andlise de
sequéncia. Os fragmentos de ADN contendo entre 5 e 10 kb de ADN
gendmico flanqueando o promotor de IL-8 sao clonados no vector
PSEAP e examinados para a capacidade de dirigirem expressao de

SEAP indutivel por irritante, como descrito acima.
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Construcdes de gene repdrter alternativas também sao
geradas utilizando um fragmento de ADN contendo a regiéo
regulatéria de outra citocina indutivel por irritante, IL-1la. As
sequéncias publicadas para este gene incluem 1437 pb de ADN a
montante do sitio de iniciacdo de transcricadao (Furutani et al.,
Nuc. Acid Res. 14:3167 [1986]). Um fragmento de ADN contendo
estas sequéncias foi utilizado para dirigir a expressao de um
gene repdérter de CAT em resposta a transactivadores virais (Mori
e Prager, Blood 87:3410 [1996]). Este fragmento contém dois
sitios de ligacdo para NF-xB, um factor de transcricdo que esta
envolvido em alteracdes de expressao génica em resposta a
irritantes de pele (Corsini et al., J. Invest Dermatol. 108:892

[1997]) .

Além disso, uma construgao de gene repdérter de linha
celular de NIKS também & gerada pela 1introducdo de uma
construcdo de gene repdrter no locus de IL-8 enddgeno em células
NIKS. Esta estratégia de  “knock-in” foi utilizada ©para
reproduzir com precisdo a expressao temporal e espacial
apropriada de genes repdrter (Elefanty et al., Proc Natl Acad
Sci U S A, 95:11897 [1998]; Morrison et al., Mech Dev, 1999.
84169 [1999]; Jin et al., Biochem Biophys Res Commun, 270:978
[20001) .

Exemplo 5

Identificagdo de Genes Responsivos e irritantes

Este exemplo descreve experiéncias Uteis para a

identificacdo de novos genes cuja expressao € induzida por
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exposicado a irritante. A micromatriz de ADNc da Genome Systems
(GEM microarrays; Incyte Genomics, Palo Alto, Califdérnia) &
utilizada para a andlise da expressdo génica. Todas as
manipulacdes sdo realizadas pela Incyte Genomics. E utilizada
uma Micromatriz UniGEM V 2.0, construida a partir de clones de
ADNc de sequéncia verificada pela Incyte e contendo 8514 ADNc
humanos Unicos. Matrizes maiores sdo utilizadas a medida que
ficam disponiveis.

As culturas de equivalentes de pele 1in vitro sao preparadas
utilizando queratindcitos humanos cultivados de dadores adultos
agregados (disponiveis da Clonetics, Walkersville, MD). Os
queratindécitos cultivados sao semeados num equivalente dérmico,
consistindo em fibroblastos dérmicos embebidos numa matriz de
colagénio contraido e a cultura organotipica resultante &
levantada a interface de ar, para induzir a diferenciacdo e
estratificacdo da camada de queratindécitos. Apds 14 dias, as
culturas organotipicas sao tratadas topicamente com irritantes
conhecidos (e. g., SDS a 0,2%, calcipotriol a 0,005%, 4&cido
trans-retindéico a 0,025%) ou controlos néao irritantes (e. g.,
6leo mineral, vaselina), durante 24 h. Estes compostos induzem
todos expressao e secrecgao das citocinas IL-1x e IL-8
préo—inflamatdérias em equivalentes de pele tratados com irritante

(de Brugerolle de Fraissinette et al., supra).

A  purificagdo de ARNm das culturas organotipicas ¢é
efectuada utilizando processos conhecidos. A camada de controlo
epidérmica e culturas organotipicas expostas a irritante séo
mecanicamente desalojadas do equivalente dérmico de colagénio e
colocadas em reagente Trizol (Life Technologies, Rockville, MD),
durante 1 h. Apds vortexacao e pipetagem periddicas para quebrar
o tecido, o ARN ¢é separado de proteina celular e ADN por

extracgcao de fenol-cloroférmio. A fase aquosa desta extraccgao é,
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depois, tratada com etanol para precipitar o ARN total. O ARNm
poli A" é isolado de ARN celular total utilizando o sistema de

purificagdao de ARNm Oligotex (Qiagen, Valencia, CA).

Para verificar que as culturas tratadas exibem uma resposta
irritante, quantidades iguais de ARNm de culturas de controlo e
tratadas com irritante sdo examinadas por transferéncia de
Northern, para inducdo dos genes de IL-la e IL-8 conhecidos
responsivos e irritantes. O ARN de culturas que exibem inducéo
da expressao de IL-la e IL-8 é comparado com ARN de culturas de
controlo por perfil de expressao génica, para identificar novos
genes responsivos e irritantes. O ARNm purificado é dissolvido
em tampdo de TE, a uma concentracdo de 50 ng/ulL e enviado para a
Incyte Genomics para andlise de micromatriz de ADNc. A andlise
de dados ¢é realizada utilizando o Software GEMTools da Genome
Systems e programas de andlise de aglomerado, disponiveis a
partir do MIT Center for Genome Research e do laboratério de

Patrick O. Brown na Universidade de Stanford.

Os genes i1dentificados como responsivos a irritante séao

utilizados em ensaios de gene repdrter utilizando os métodos

descritos no Exemplo 4 acima.

Exemplo 6

Teor Lipidico de Equivalentes de Pele

Este exemplo descreve a preparacao de equivalentes de pele

com meio isento de soro optimizado e um segundo conjunto de

equivalentes de pele preparado com meio sub-déptimo.
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Subsequentemente, o teor lipidico das culturas resultantes foi

determinado.

As culturas organotipicas foram iniciadas pelo plagueamento
de 350000 células NIKS em equivalentes dérmicos anteriormente
preparados num inserto de MILLICELL de 10 mm. Os meios
utilizados para completar esta etapa eram constituidos por um
meio de base [3:1 de mistura de meio F12 de Ham/meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DME) , suplementado com adenina a
24 pg/mL, toxina da cdélera a 8,3 ng/mL, insulina a 5 ug/mL,
hidrocortisona a 0,4 pg/mL, com a concentragdo de cédlcio final
ajustada para 1,88 mM] suplementado com Clone II Fetal a 0,2%

(um substituto de soro de vitelo).

Dois dias pds-plaqueamento foil proporcionado meio fresco as
culturas organotipicas para manutencao do crescimento. Foi
proporcionado as culturas meio de base suplementado com Clone II
Fetal a 0,2% ou meio de base suplementado com Clone II Fetal a
0,2% e constituintes adicionais (BSA isenta de endotoxina a
1 mg/mL, factor de crescimento epidérmico a 1 ng/mL, 4&cido
ascérbico a 50 pg/mL, isoproterenol a 1 uM, carnitina a 10 uM,
serina a 10 uM, é&cido oleico a 25 pM, 4&acido linoleico a 15 uM,

dcido araquidénico a 7 uM e o-tocoferol a 1 uM).

Quatro dias pds-levantamento e de dois em dois dias para o
periodo restante da cultura, foil proporcionado as culturas meio
6ptimo (meio de base suplementado com BSA isenta de endotoxina a
1 mg/mL, factor de crescimento epidérmico a 1 ng/mL, 4&cido
ascérbico a 50 pg/mL, isoproterenol a 1 pM, carnitina a 10 uM,
serina a 10 pM, &acido oleico a 25 uM, é&cido linoleico a 15 uM,
dcido araquidénico a 7 uM e o-tocoferol a 1 pM) ou um meio sub-

6ptimo (meio de base suplementado com BSA isenta de endotoxina a
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1 mg/mL, factor de crescimento epidérmico a 1 ng/mL, carnitina a

10 pM e serina a 10 uM).

Na conclusadao do periodo de cultura, os lipidos totais foram
extraidos das culturas e resolvidos por cromatografia de camada
fina de alta resolucao (HPTLC). Apds separacgao, as placas foram
carbonizadas e os cromatogramas resultantes foram rastreados por
densitometria para quantificar espécies lipidicas individuais.
As culturas cultivadas em meio de cultura optimizado continham
uma percentagem mais elevada de ceramidas totais do que as
culturas cultivadas em meio sub-éptimo (Tabela 3). Além disso,
as culturas cultivadas em meio O¢ptimo continham niveis muito
maiores das ceramidas 3, 4, 5, e 6 polares do que as culturas

cultivadas sob condigdes sub-éptimas.

Tabela 3
Teor de ceramida de culturas de pele
Meios dptimos Meios sub-éptimos
Cer 6II 0,07%
Car 6I 0,41% 0,03%
Cer 4/5 1,31% 0,46%
Cer 3 1,37% 0,44%
Cer 2 2,09% 1,69%
Cer 1 1,33% 0,42%
Ceramida total 6,52% 3,11%
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Exemplo 7

Expressdo de GKLF em células NIKS

Este exemplo descreve a expressao em células NIKS de GKLF,
uma proteina que se pensa que medeia o desenvolvimento de funcéo

de barreira em murganhos.

O ADN codificando a proteina de GKLF foi isolado por PCR e
clonado num vector de expressao contendo o promotor de
involucrina humana. Apds verificacdo do GKLF e fragmentos de
involucrina por sequenciacao de ADN, as construgdes foram
introduzidas em células NIKS por transfeccado. Vinte e quatro
horas apds transfeccdo, o ARN total foi isolado das células
transfectadas e a expressado de GKLF nestas células foili examinada

por transcricgao reversa/PCR (RT-PCR).

Um produto de PCR correspondendo a ARNm de GKLF excisado
foi detectado no ARN de células transfectadas com a construgao
de involucrina/GKLF, mas nado em ARN de controlo de células
transfectadas com vector vazio. Além disso, o produto de PCR de
GKLF nao foi detectado em reacgdes a partir das dquais a
transcritase reversa fol omitida. Estes resultados demonstram

gque o ARNm de GKLF era expresso em células NIKS transfectadas.

Num segundo conjunto de experiéncias, o ADN codificando
GKLF foi clonado no vector pTRE2 que permite para a expressao
indutivel de GKLF apds adigcdo de doxiciclina. Apds verificacgao
do GKLF e fragmentos de involucrina por sequenciagdo de ADN, as
construgdes foram introduzidas em células NIKS por transfeccéao.
Oito horas apds transfeccgao, doxiciclina foi adicionada a metade

das culturas transfectadas e todas as culturas foram incubadas
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durante 16 horas adicionais. Vinte e gquatro  horas apds
transfecg¢do, o ARN total foi isolado das células transfectadas e
a expressao de GKLF nestas células foi examinada por transcricao
reversa/PCR (RT-PCR). Um produto de PCR correspondendo a ARNm de
GKLF excisado foil observado em amostras com e sem doxiciclina,
mas mais produto foi verificado em amostras apds adicao de
doxiciclina. Nao foram detectados produtos de PCR em reaccgdes a
partir das quailis a transcritase reversa foi omitida. Estes
resultados demonstram expressao indutivel de ARNm de GKLF em

células NIKS transfectadas.

Exemplo 8

Métodos de Cultura

Este exemplo descreve métodos de cultura comuns aos

seguintes Exemplos.

Meios. O processo de cultura organotipica utiliza seis
meios de cultura diferentes: meio de células alimentadoras 3T3
(TM); meio de crescimento de fibroblastos (FM); meio de NIKS
(NM) ; meio de plaqueamento (PM); meio A de estratificacdao (SMA);
e meio B de estratificacao (SMB). O TM é utilizado para propagar
células 3T3 que actuam como células alimentadoras para células
NIKS em cultura de monocamada. O TM é uma mistura do meio de
Fagle modificado por Dulbecco (DME, GibcoBRL) suplementado com
soro de vitelo a 10% (Hyclone). O FM é uma mistura de meio F-12
de Ham (GibcoBRL) e soro de Clone II Fetal a 10% (Hyclone). O NM
é utilizado para cultivar queratindécitos de NIKS. O NM €& uma
mistura 3:1 de meio F-12 de Ham (GibcoBRL) e DME suplementado

com Clone II Fetal a 2,5% (Hyclone), hidrocortisona a 0,4 upg/mL
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(Calbiochem), toxina da <c¢dblera a 8,4 ng/mL (ICN), insulina
5 pg/mL  (GibcoBRL), adenina a 24 ug/mL (Sigma) e factor de
crescimento epidérmico a 10 ng/mL (EGF, R&D systems). O PM é o
meio utilizado quando as células NIKS sao semeadas num
equivalente dérmico. O PM é o mesmo que o NM, excepto que o EGF
é removido, CaCl; (Sigma) é suplementado para uma concentracao de
cdlcio final de 1,88 mM e apenas soro de Clone II Fetal a 0,2% é
adicionado. O SMA é o0 mesmo que o PM, com a adicdo de albumina
de soro bovino a 1 mg/mL (BSA), isoproterenol a 1 uM, carnitina
a 10 pM, serina a 10 uM, &cido oleico a 25 pM, &cido linoleico a
15 pM, 4cido araguidénico a 7 uM, o-tocoferol a 1 uM, 4acido
ascdodrbico a 0,05 mg/mL (todos da Sigma) e EGF a 1 ng/mL. O SMB é
utilizado durante a fase de estratificacao epidérmica de
crescimento de equivalente de pele de STRATATEST e equivalente
de pele de STRATAGRAFT. O SMB é o0 mesmo que o SMA mas sem a

presenca do suplemento de soro de Clone II Fetal.

Preparagdo de alimentadoras. Antes de se iniciar as
culturas organotipicas de equivalente de pele de STRATATEST ou
equivalente de pele de STRATAGRAFT, as células alimentadoras 3T3
sdo preparadas e, depois, utilizadas de fresco ou congeladas
para utilizacdo posterior. As células 3T3 sao cultivadas até
confluéncia e tratadas com mitomicina C (4 pg/mL de mitomicina C
em TM, Roche), durante duas horas. As células sao, depois,
lavadas, ressuspensas e plaqueadas a uma densidade de 1,25 x 10°
por placa de cultura de tecidos de 100 mm para suportar o
crescimento de NIKS. Se forem utilizadas alimentadoras
congeladas, uma Unica ampola congelada contendo 1 mL com
2,5 x 10° é descongelada, diluida com TM fresco e plaqueada em
uma ou mais placas de cultura de tecidos de 100 mm. Isto é feito
para tantas placas guantas as necessarias para o crescimento de

células NIKS um dia antes do plaqueamento das células NIKS.
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Preparagdo de equivalente dérmico. As células NHDF
congeladas sao descongeladas e plagueadas. As células sao
alimentadas com FM no dia seguinte para remover crioprotector
residual e, subsequentemente, para manter o crescimento celular.
As células NHDF pré-confluentes sdao recolhidas para utilizacéao
no equivalente dérmico. Para preparar o equivalente dérmico,
colagénio de tendao de cauda de rato (Tipo I, Becton-Dickinson)
é, em primeiro lugar, diluido para 3 mg/mL em &cido acético a
0,03 N e arrefecido sobre gelo. Uma mistura de meio F12 de Ham
concentrado (8,7X a concentracao normal, tamponado com HEPES a
pH 7,5) é misturada com Clone II Fetal. Estas duas solugdes sao
11,5 e 10% do volume de solucdo final. E adicionado NaOH a 1 N &
mistura de meio (2,5% da solucdao final). O colagénio diluido
(74%) ¢é, depois, adicionado a mistura. Um volume a 2% de
fibroblastos suspensos (2,5 x 10° células/mL para o equivalente
dérmico de STRATATEST e 1 x 10° para o equivalente dérmico de
STRATAGRAFT) ¢é adicionado a mistura. A solucdo € misturada
suavemente mas exaustivamente. Sdo aliquotados 100 pL em
insertos de cultura de tecidos (MILLICELL da Millipore Corp.)
colocados 25 numa placa de cultura de tecidos de 100 mm para
STRATATEST. O equivalente de pele de STRATAGRAFT utiliza os
insertos de TRANSWELL da Corning. Um eqgquivalente dérmico de
13 mL é vertido em cada inserto tornando-o aproximadamente trés
vezes mais espesso do que um equivalente dérmico de STRATATEST.
Apds 30 minutos para formacao de gel, a placa contendo
equivalente dérmico de STRATATEST € inundada com 20 mL de FM.
Uma ou duas gotas de FM sao colocadas na superficie de cada
equivalente dérmico de STRATATEST. Para equivalentes dérmicos de
STRATAGRAFT, 80 mL de FM sao colocados em volta do inserto de
TRANSWELL numa placa de cultura de tecidos de 150 mm e 10 mL sao

colocados no topo do equivalente dérmico. O0Os 1insertos séao
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colocados em incubadora a 37 °C, CO, a 5%, 90% de humidade
relativa, até utilizacdo. Um dia antes da sementeira dos
equivalentes dérmicos com células NIKS, sdo levantados a
interface de ar, pela sua colocacdo numa malha de aco inoxidavel
estéril, com duas almofadas de mecha (S&S Biopath) por cima para
fornecer o meio através da parte de baixo do inserto da cultura

de tecidos.

Crescimento e Sementeira de NIKS. 2As alimentadoras séao
preparadas de fresco ou descongeladas e plaqueadas em TM um dia
antes do plaqueamento de NIKS. As células NIKS sao plaqueadas
nas alimentadoras, a uma densidade de, aproximadamente, 3 X 10°
células por placa de 100 mm. Se as células NIKS forem
descongeladas de novo, sao alimentadas com NM fresco, um dia
apdés plagueamento para remover crioprotector residual. As
células NIKS sdo alimentadas com NM para manutencao do
crescimento, conforme requerido. Quando a célula se aproxima da
confluéncia, as células NIKS sao recolhidas, contadas e
ressuspensas em PM. 4,65 x 10° células NIKS/cm® sido semeadas na
superficie dos equivalentes dérmicos de MIILLICELL ou TRANSWELL
que foram levantados a interface de ar, durante um dia. As
placas sao alimentadas com PM para inundar por baixo o elevador
de metal e colocadas de novo na incubadora. Dois dias mais
tarde, as culturas sdo alimentadas com SMA. Apds dois dias
adicionais, as culturas sdo alimentadas com SMB e transferidas
para uma 1incubadora com 75% de humidade, onde permanecem,

mantidas com alimentacgdes de SMB adicionais, até maturidade.

112



Exemplo 9

Este exemplo descreve a preparacadao de equivalentes dérmicos
utilizando colagénio a 1 mg/mL. Resumidamente, 24 mL de meio F12
de Ham, preparado a concentracao de 10X, foram misturados com
4,8 mL de H,O estéril, 2,4 mL de mistura de
Penicilina/Estreptomicina e 24 mL de Clone II Fetal, num tubo
cénico de 50 mL. O colagénio de tenddao de cauda de rato de
Tipo I (1,46 mL) a 4,11 mg/mL foi diluido com 1,882 mL de H,0
estéril e 2,658 mL de acido acético a 0,05%. Os fibroblastos
dérmicos humanos normais foram recolhidos da cultura e
ressuspensos, a uma densidade celular de 10° e 10* células/mL.
0,815 mL da mistura contendo meio foram combinados com 2,619 mL
de colagénio diluido e 34 pL de fibroblastos a 10° células/mL.
116,5 pL desta mistura foram aliquotados em insertos de cultura
de tecidos (25 dos quais estdao numa placa de Petri) e deixados
gelificar, durante 15 minutos, a 37 °C. 0,815 mL adicionais da
mistura contendo meio foram combinados com outros 2,619 mL de
colagénio diluido e 137 pL de fibroblastos a 10° células/mL.
116,5 pL desta mistura foram aliquotados nos insertos de cultura
de tecidos por c¢ima do gel anterior e deixados gelificar,

durante 30 minutos.

A placa de Petri foi, depois, inundada com 20 mL de meio FM
e 1incubada durante 5 dias. O FM foi, depois, removido e o
liqguido aspirado das superficies dos equivalentes dérmicos. As
células NIKS foram recolhidas utilizando processos correntes,
ressuspensas a 2,345x10° células/mL em meio de plaqueamento (PM).
150 pL. desta suspensao foram colocados na superficie de cada
equivalente dérmico e deixados incubar durante 2 horas. Os

equivalentes dérmicos semeados foram, depois, inundados com
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20 mL de PM. Apds dois dias, as culturas submersas foram

realimentadas com PM.

Apbs mais dois dias, o meio foi removido da placa de Petri,
assim como da superficie das culturas. As culturas foram
levantadas a interface de ar e alimentadas com, aproximadamente,
30 mL de PM suplementado para soro a 2%, de 2 em 2 dias. As
culturas foram analisadas 14 dias depois de serem semeadas.
Nenhuma das culturas tinha cobertura epidérmica completa do
equivalente dérmico. Deste modo, eram inadequadas para aplicacao

comercial.

Exemplo 10

Este exemplo descreve a preparacao de equivalentes dérmicos
utilizando colagénio a 3 mg/mL. 4,785 mL de meio F12 de Ham,
preparado a concentracdo de 10X, foram misturados com 0,946 mL
de H;O estéril, 0,473 mL de mistura de Penicilina/Estreptomicina
e 4,785 mL de Clone II Fetal, num tubo cdénico de 50 mL. 4,6 mL
desta mistura de meio foram misturados com 0,242 mL de H,0
estéril e 0,289 mL de NaOH a 1 N. 0,92 mL da mistura foram
misturados com 3 mL de colagénio de tenddo de cauda de rato de
Tipo I, a 3,11 mg/mL. A este foram adicionados 186 pL de uma
suspensdo de fibroblastos dérmicos humanos a 10° células/mL.
100 pL desta mistura foram colocados em insertos de MILLICELL
(1 cm de diam.) e deixados gelificar durante 30 minutos. A placa
de Petri foi, depois, inundada com 20 mL de meio FM e deixada
incubar. Apdés 5 dias, o FM foi removido e o liquido aspirado das
superficies dos equivalentes dérmicos. As células NIKS™ foram
recolhidas utilizando  processos correntes, ressuspensas a

2,345x10° células/mL em meio de plaqueamento (PM). 150 pnL desta
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suspensao foram colocados na superficie de cada derme e deixados
incubar durante 2 horas. O0s equivalentes dérmicos semeados
foram, depois, inundados com 20 mL de PM. Apds mais dois dias, o
meio foi removido da placa de Petri (incluindo a superficie das
culturas) e as culturas foram levantadas a interface de ar e
alimentadas com, aproximadamente, 30 mL de meio de
estratificacgao, de 2 em 2 dias. As culturas foram analisadas
14 dias depois de serem semeadas. Na conclusao do crescimento de
cultura, a totalidade das culturas tinha cobertura completa do
equivalente dérmico com epiderme e eram lisas e secas em

aparéncia. Deste modo, eram altamente aceitdveis para aplicacao

comercial.
Exemplo 11
Este exemplo demonstra 0s efeitos benéficos de

pré-levantamento do equivalente dérmico antes da sementeira com
queratinécitos. 1,31 mL de meio F12 de Ham, preparado a
concentracao de 110X, foram misturados com 0,328 mL de H;0
estéril, 0,148 mL de mistura de Penicilina/Estreptomicina e
1,472 mL de Clone II Fetal, num tubo cdénico de 50 mL e 1,63 mL
(~metade) foram divididos num segundo tubo. 2,92 mL de colagénio
de tenddo de cauda de rato (4,11 mg/mL) foram misturados com
3,764 mL de H,0 estéril e 5,316 mL de &acido acético a 0,05%, para
dar colagénio a 1 mg/mL em &cido acético a 0,05%. 5,24 mL do
colagénio diluido foram adicionados a 1,63 mL da mistura de
meios. 74 pL. de células de fibroblastos dérmicos humanos
recolhidas com protocolos correntes, a uma densidade celular de
10* células/mL, foram adicionados e suavemente misturados.
116,5 pL desta mistura foram aliquotados em insertos de cultura

de tecidos (25 para uma placa de Petri) e deixados gelificar,
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durante 15 minutos, a 37 °C. Outros 5,24 mL de colagénio foram
adicionados aos segundos 1,63 mL de mistura de meios, juntamente
com 274 pL de fibroblastos a 10° células/mL. 116,5 pL foram
adicionados a <cada inserto por cima da primeira camada de
colagénio gelificado. Este foi deixado gelificar, durante 30
minutos, a 37 °C. As placas de Petri foram, depois, inundadas
com 20 mL de FM, de modo a que 0s equivalentes dérmicos pudessem
amadurecer submersos em meio. Apds quatro dias, o meio foi
removido da placa de Petri (incluindo da superficie das
culturas) e as culturas foram levantadas a interface de ar e
alimentadas com, aproximadamente, 30 mL de FM. As culturas foram
deixadas na incubadora neste estado, de um dia para o outro.
Depois, foram semeadas com 150 pL de queratindécitos de NIKS
recolhidos da cultura de monocamada utilizando protocolos
correntes, a uma densidade celular de 2,345 x 10° células/mL.
Apds sementeira, as culturas foram alimentadas com PM e
devolvidas a incubadora. Dois dias mails tarde, as culturas foram
alimentadas com SMA e, de dois em dois dias a seguir, as
culturas foram alimentadas com SMB, durante um total de oito
alimentacgdes. Na conclusao do crescimento de cultura, a
totalidade das culturas tinha cobertura completa do equivalente
dérmico com epiderme e eram lisas e secas em aparéncia. A
histologia revelou que as amostras pré-levantadas tinham
espessuras aproximadamente iguais de derme e epiderme e todas as

camadas estratificadas estavam presentes na epiderme.

Exemplo 12

Este exemplo descreve o efeito de pré-levantamento para
toda a vida do equivalente dérmico. As culturas foram preparadas

exactamente como na experiéncia bem-sucedida listada acima, com
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a excepg¢ao de que nunca foram submersas. 0Os géis foram vertidos
com o0s insertos de MILLICELL levantados a interface de ar e
todas as sementeiras e alimentacdes subsequentes ocorreram com
as culturas levantadas. Na conclusao do crescimento de cultura,
uma em dez das culturas tinha cobertura completa do equivalente
dérmico com epiderme. Este efeito € aparentemente devido em
parte a fraca aderéncia do equivalente dérmico ao fundo do
inserto de MILLICELL, visto que, na maioria das amostras, o
equivalente dérmico se tinha descolado dos lados. A histologia
indicou que a espessura de camada dérmica e epidérmica era
altamente varidvel. Do mesmo modo, a estratificacdo epidérmica
variou entre bem diferenciada e apenas cobertura de monocamada

que era 1naceitdvel para utilizacdo comercial.

Exemplo 13

Este exemplo descreve a optimizacdao de meios isentos de
Soro que suportam estratificacdao total de queratindcitos em
cultura organotipica que também resultam em equivalentes de pele

com funcao de barreira melhorada.

As culturas organotipicas foram iniciadas pelo plagueamento
de 350000 células NIKS num equivalente dérmico anteriormente
preparado num inserto de MILLICELL de 10 mm. Os meios utilizados
para completar esta etapa eram constituidos por um meioc de base
(3:1 de mistura de meio F12 de Ham/meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DME), suplementado com adenina a 24 pg/mL, toxina da
cbélera a 8,3 ng/mL, insulina a 5 pg/mL, hidrocortisona a
0,4 pg/mL, penicilina a 100 unidades/mL, estreptomicina a

100 pg/mL, com concentragcdo de cdlcio final ajustada para
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1,88 mM através da adicdo de CaCl,) suplementado com Clone 1II

Fetal a 0,2%.

Dois dias pds-plaqueamento, foram proporcionados meios
frescos as culturas organotipicas para manutencao do
crescimento. Foram proporcionados as culturas meios de base
suplementados com Clone II Fetal a 0,2% ou meios de base com
constituintes adicionais (albumina de soro bovino a 1 mg/mL de
baixa endotoxina, factor de crescimento epidérmico a 1 ng/mL,
isoproterenol a 1 pM, carnitina a 10 uM, serina a 10 uM, &cido
oleico a 25 uM, 4&cido 1linoleico a 15 pM, 4&acido araquiddénico a
7 uM, o-tocoferol a 1 pyM e Aacido ascérbico a 0,050 mg/mL)

suplementado com Clone II Fetal a 0,2%.

Quatro dias pds-plagueamento e durante o resto da
experiéncia, foram proporcionadas as culturas organotipicas uma
de seis formulagdes de meios. As culturas que tinham recebido
anteriormente meios de base suplementados com Clone II Fetal a
0,2%, foram abastecidas com meios de base sem suplementacao de
Clone II Fetal ou meios de base suplementados com Clone II Fetal
a 0,2%, ou meios de base suplementados com Clone II Fetal a 2%.
As culturas que tinham anteriormente recebido meios de base com
constituintes adicionais suplementados com Clone II Fetal a
0,2%, foram abastecidas com meios de base com constituintes
adicionais sem suplementacdo de Clone II Fetal, ou meios de base
com constituintes adicionais suplementados com Clone II Fetal a
0,2%, ou meios de base com constituintes adicionais

suplementados com Clone II Fetal a 2%.

Trés critérios foram utilizados para avaliar o impacto das
formulagdes de meios. A inspeccdo visual foi utilizada para

determinar a extensdao de cobertura de superficie celular
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contigua. As leituras de medidor de impeddncia foram utilizadas
para medir a fungdo de barreira resultante das culturas. A
viabilidade de tecido pds—-exposicdao a SDS a 0,1% foi utilizada
como uma avaliacdo pratica da funcdo de barreira. Para todos os
critérios, as culturas organotipicas mantidas em meios de base
com constituintes adicionais tiveram um melhor desempenho do que
0os meios de Dbase sem constituintes adicionais. A exclusao de
soro nao impediu o desempenho das culturas organotipicas, desde

que os constituintes adicionais fossem proporcionados.
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<210> 1
<211>
<212>
<213>

<400> 1

gacgccaaga
gggggcaccc
cgceccgtgac
cgegeccaceg
cccgecaceg
gtgggggaca
ttgctgattg
gaactttttt
atctgggggt
gctcaggtac

gaggcagcca

2908
ADN

gagcgagcgce
ggagccgecg
ccgegceccat
tccagetcge
cceggaccac
ctgctgagtc
tctattttta
taaagacatc
tttggtttga
ccctetetet

cctggegagt

Strata-07021 -

PatentIn versao 3.0

Mus musculus

ggctceggge
agtgcccctco
ggcecgegcege
agttececgege
agcccccgeg
caagagcgtg
taagagttta
gecggtttat
ggttttgttt
tcttcggact

ctgacatggc

gegeggggag
ccecgecceote
acccggtaca
cacecgecggcece
ccgccgacag
cagcctggcece
caacttttct
attgaatcca
ctaaagtttt
ccggaggacce

tgtcagecgac

120

cagaggcggt
cagcccecca
gtccccagga
attctcacct
ccacagtggce
atcggaccta
aagaattttt
aagaagaagg
taatcttegt
ttctgggccce

gctctgetcee

ggegggegge
cccaggaacc
cteccgcacce
ggcggcgcecyg
cgcgacaacg
cttatctgce
gtatacaaag
atctcgggca
tgactttggg
ccacattaat

cgteccttete

Substitutos de Pele Melhorados e suas Utilizacdes

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



cacgttcgeg
taacecgttgg
ctacgacctg
cagcagtaac
ggacctagac
gaccacctcg
gccctccacc
cagaaacaca
cttcaacctg
gcggecggag
gctgatggge
ccetteggte
gccctacage
ctgcacggtc
ccacecggecc
tacactgagt
ccecaggattce
gtcacaagtc
ggagcccaag
ttgtgactat
gcgaactcac
cgceegetee
gtgccagaag
gcacttttaa
ttttttttet
tacaatcatg
gagtccaaga
ccaagaaaaa
caataccaaa

tttgtggata

tccggeeegg
cgtgaggaac
gcggcgacag
aacccggccc
tttatcettt
gcgtcagcectt
tgcagcttca

ggtggagggce

ggggacatca
ttggacccag
aagtttgtge
atcagtgtta
ggtggccecge
agccggtcecc
aacacacacg
cccgaggaac
catccccatc
ccctetcetece
ccaaagaggg
gcaggctgtg
acaggcgaga
gatgaactga
tgtgacaggg
atcccacgta
aacctttcac
gtcaagttcce
gacaaaacag
aaaatcacag
tccaacttga

tcagggtata

cgggaaggga

tctctcacat
tggeccacaga
tcctagcceg
ccaactcget
catcctegtce
gctatccgat

tcctctacag

atgacgtgag
tatacattcc
tgaaggcgtc
gcaaaggaag
cgcgcatgtg
tagaggccca
acttceccet
tgctgaacag
cgggggccaa
attatcaaga
gaagaaggtc
gcaaaaccta
aaccttacca
ccaggcacta
ccttttccag
gtggatgtga
actgtcttee
cagcaagtca
aaatactaaa
aacagatggg
acatgcccgg

cactaaatca

gaagacactg
gaagcgactt
cctggagagt
gagggagacc
aacccaccag
ttceceecggeyg
ccgggeceggg

ccgagaatcect

cceccteggge
gccacagcag
tctgaccacc
cccagacgge
ccccaagatt
tttgagcgcet
ggggcggcag
cagggactgt
ctaccctect
gctcatgceca
gtggceecegg
taccaagagt
ctgtgactgg
ccgcaaacac
gtcggaccac
cccacactgce
cacgagggga
gcttgtgaat
aacaaacaaa
gtctgatact
acttacaaaa

gtgagettgg

121

cgtccagcag
ccccecactte
ggcggagctyg
gaggagttca
gaatcggtgg
agcagcggcce
ggtgacccgg
gcgccaccte
ggcttcgtgg
cctcagccge
cctggcagcg
agccacccceg
aagcaagagg
ggaccccagce
ctcececcaccea
caccctggcee
ttcetgeccag
ccgggttceet
aaaagaacag
tctcatctca
gacggctgtg
acagggcacce
cttgccttac
caggagagag
ggagcccagce
ggataatcag
caaaaaaaca
ggatggatct
tgccaagggyg

g9ggagggaa

gtgeccccgac
ccggccgece
gtgcagettig
acgacctcct
ccgcecacegt
ctgccagcegce
gcgtggctge

ccacggccce

ctgagctcct
caggtggggyg
agtacagcag
tggtagtggce
cggtcececgtc
tcagcaacgg
ggactaccecc
tgcctettec
accagatgca
gcctgccaga
ccacccacac
aggcacacct
ggtggaaatt
ggcectttca
acatgaagag
agttcagtat
tggcaagcge
gagaaaggaa
aacaaaaaaa
tectatcattce
tgactggaag

gaccaggatt

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



ccettgaatt
ccttcttaaa
aacatgttct
cgggggagcc
ttccgatcta

tttatgcaga

ttattceccaa

aataaatatg

<210> 2
<211>
<212>
<213>

<400> 2

tcgaggegac
accggaccta
acttttgtat
aagaaggatc
ctttggggtt
taatgaggca
tctccacgtt
cgaataaccg
gcecgecccta
gtgcggcettg
acgatctcct
tggccgceccac
gccctgeeag
cgggegtgge
ctcecgacgge
tggccgagcet

cgeccaggtgg

gtgtttcgat
aaaaaaaagc
aacagcctaa
aaagttctcc
cattgatgac

cagtctgtta

gtatgcettt

taatataaat

2639
ADN

cgcgacagtg
cttactcgcc
acaaaggdaac
tcggccaatt
caggtgcecc
gccacctgge
cgcgtctgge
ctggcgggag
tgacctggeg
cggcggtage
ggacctggac
cgtgtcctecg
cgcgccectcece
gcecgggegge
tcccttecaac

cctgcggcca

cgggctgatg

gatgcaatac
cattattgtg
atgatggtgc
aactgctgca
ctaagccagg
tgcactgtgg

aagcagaaca

ttaacccea

Homo sapiens

gtgggggacg
ttgctgattg
tttttaaaaa
tggggttttg
agctgcttcg
gagtctgaca
ccggegggaa
gagctctcce
gcggcgaccyg
aacctggcge
tttattctct
tcagcgtcag
acctgcagct
acgggcggag
ctggcggaca
gaattggacc

ggcaagttcg

acacgtaaag
tcggaggaag
ttggtgagtt
tacttttgac
taaataagcc

tttcagatgt

aatgtgtttt

ctgctgagtyg
tctatttttg
agacgcttcc
ggttttggct
ggctgccgag
tggctgtcag
gggagaagac
acatgaagcg
tggccacaga
ccctaccteg
ccaattcgcect
cctectctte
tcacctatcc
gcectectcta
tcaacgacgt
cggtgtacat

tgctgaaggce

122

atcaccttgt
aggaagcgat
gtggtcctaa
aaggaaaatc
tggtttattt

gcaataattt

atgectctttg
tcaggtacag
aggtaccaaa
tagttttgtc
ctgtaacatt

gtacaatggt

tctatatagk tccttgectt

gaagagagcg
cgtttacaac
aagttatatt
tegtttcttce
gaccttctgg
cgacgcgetg
actgcgtcaa
acttccccca
cctggagagce
gagagagacc
gacccatcct
gtcgtcgcceg
gatccgggcec
tggcagggag
gagccecteg
teccgececgcag

gtecgectgage

cagcccggcece
ttttctaaga
taatccaaag
tcttegttga
gcccceccacat
ctcccatcett
gcaggtgccce
gtgcttececcg
ggcggagcecg
gaggagttca
ccggagtcag
tcgagcagcg
gggaacgacc
tcegetececece
ggcggctteg
cagccgcage

gceccctggea

2520

2580

2640

2700

2760

2820
2880

2908

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



gcgagtacgg
cggtggtggt
aggcggtctce
cggctgcaca
gtcttgagga
tccatcceca

tececgeeget
agccaaagag
acgegggcetg
acacaggtga
cagatgaact
aatgcgaccg
aaatcceaga
tcacactgte
gtteceaact
aaaatcaaag
acttgaatat
ggtataaatt
tgatgeaata
tatgatgtta
tgatggtget
actgectgeat
aagtcaggta
actgtggttt
agaacaaatg
gcaaacgtcet

gtattttgea

<210> 3
<211> 20
<212>

<213>

cagcccgtcecg
ggcgccctac
ttegtgcacc
cgacttecceccece
agtgctgagc

cceggggcec

ccattaccaa
gggaagacga
cggcaaaacc
gaaaccttac
gaccaggeac
agcattttcc
cagtggatat
tteecgatga
gagtcatett
aacagatggg
tootggactt
atatccgtga
taagcataaa
gaagaagagyg
tggtgagtct
actttgacaa
atatacctgy
cagatgtgea
tgtttttecta
attttgtata

tactecaaggt

ADN

artificial

gtcatcagcg
aacggcecgggce
cacttgggcg
ctggggcgge

agcagggact

aattacccat

gagctcatgce
tegtggeece
tacacaaaga
cactgtgact
taccgtaaac
aggteggacce
gaceeacact
gggaaggagce
gtgagtggat
gtectgtgact
acaaaatgcc
gttgggggag
agatcacctt
aagaaattca
tggttctaaa
ggaaaatcta
tttacttett
ataatttgta
tatagttcct
tttgtaaact

gagaattaag

tcagcaaagg
cgccgegeac
ctggaccccce
agctccccag
gtcaccctgce

ccttectgee

cacceggtte
ggaaaaggac
gttcceatet
gggacggcetg
acacggggcea
acctcgecett
gccagaagag
ccagecagaa
aatcaggaaa
ggatcttcta
aagggggtga
ggaagaccag
gtattctectt
ggtacagaaa
ggtaccaaac
tatttgtctt
tageattttt
caatggtita
tgoccttaata
acaaagtaaa

ttttaaataa

123

cagccctgac
gtgccccaag
tctcagcaat
caggactacc
cctgcegett

cgatcagatg

ctgcatgcca
cgccacccoac
caaggeacac
tggatggaaa
cegeccgtte
acacatgaag
aattcagtat
agcactacaa
aatgaggaat
Ccattccaat
ctggaagttg
aattccctty
tacctictaa
acatgtttaa
aaggaagcca
ccgatcaaca
atgcagacag
tteccaagta
aatatgtaat
atgaacattt

acctataata

ggcagccacc
atcaagcagg
ggccaccggce
ccgaccctgg
cctceceggcet
cagccgcaag
gaggagccea
acttgtgatt
ctgegaaccc
tteogeeceget
cagtgccaaa
aggcattttt
tttttactit
tcatggtcaa
cocaaaagaca
tctaaateocy
tggatatcag
aattgtgtat
aagccattat
atagcctaaa
aagttticaa
tttatgacct
tctgttatge
tgccttaage
ataaatttaa
tagtagagttt

ttttatctg

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2639



<220>

<223> sintético

<400> 3
gagaaggagg cgtggccaac

Lisboa,

10 de Marco de 2014
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REIVINDICACOES

Composicgao compreendendo uma cultura humana derivada
in vitro de queratindcitos que se estratificou em epitélios
escamosos (equivalente de pele), o referido equivalente de
pele tendo uma capacitdncia eléctrica de superficie desde
40 a 240 pF, medida como a diferenca na leitura ao longo de
um intervalo de 10 segundos e em que o teor combinado de
ceramidas 5, 6, e 7 no referido equivalente de pele é de 20
a 50% do teor de ceramida total, em que os referidos
queratinécitos sdo Células de Queratindécitos Imortalizadas

Quase Dipldides.

Composicao da reivindicacdo 1, tendo o referido equivalente
de pele humana uma capacitidncia eléctrica de superficie

desde 80 a cerca de 120 pF.

Composicado da reivindicagdo 1 ou 2, em gue o teor de
ceramida 2 no referido equivalente de pele é de cerca de 10

a 40% do teor de ceramida total.

Composicdo de gqualgquer uma das reivindicagdes 1 a 3,
compreendendo as referidas Células de Queratindcitos
Imortalizadas Quase Dipldides uma construcdo de gene

repdrter responsivo e irritante.



Composicado de qualgquer uma das reivindicacgdes 1 a 4 para
utilizacdo na oclusdao de feridas e/ou tratamento de

queimaduras de um doente sofrendo de uma ferida.

Lisboa, 10 de Marco de 2014



Figura 1.

1/4

1)

Sequéncia de ARNm de K1f4 de murganho
(SEQ ID N<e:

gacgccaaga gagegagege ggetceeggge gogeggggay cagaggeggt ggogggegge
61 gggggcacce

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881

cgocegtyac
cgegocaceyg
coeogecaecyg
gtgggggaca
ttgetgatig
gaactttttt
atctgggggt
gcteaggtac
gaggcagoeea
cacgttegeg
taaccgttyg
ctacgacctg
cagcagtaac
ggacctagac
gaccaccteg
gecckocace
cagaaacaca
cttcaacctg
geggeeggay
gctgatggge
ceetteggtae
geectacage
ctgeacggic
ccacecggece
tacactgagt
cccaggatte
gtcacaagte
ggagccecaayg
ttgtgactat
gcgaactcac
cgeeegetee
gtgccagaag
gcacttttaa
trttttttet
tacaatcatg
gagtocaaga
ccaagaaaaa
Ccaataccaaa
tttgtggata
coattgaatt
ccttettaaa
aacatgttct
cgggggagec
ttcegateta
tttatgcaga
ttattcecaa
aataaatatg

ggageegeeg
cegegeocat
tecagetege
ceccoggaceac
ctgetgagta
tctattttta
taaagacatc
tttggtttga
cecctotetet
cctggegagt
tocggecegyg
cgtgaggaac
geggegacgg
aagccggoec
tttatootte
gegecageet
tgecagcttea
ggtggagggc
ggggacatca
ttggacccag
aagtttgtgce
atcagtgtta
ggtggccega
ageeggtecec
aacacacacg
ceogaggaac
catcceccatce
cectetetee
ccaaagaggy
gcaggctgtyg
acaggcgaga
gatgaactga
tgtgacaggy
atoccacgta
aacctttcac
gtcaagttcee
gacaaaacay
aaaatcacag
teccaacttga
tcagggtata
gtgtttegat
aaaaaaaage
aacagcctaa
aaagttetec
cattgatgac
cagtctgtta
gtatgeoetete
taatataaat

agtgececcto
ggeegegege
agttcegoge
ageoccegey
caagageghtg
taagagttta
geceggtitat
ggttttgttt
tcticggact
ctgacatgge
cgggaaggga
tctetecacat
tggccacaga
tcctageceg
ccaactcget
catcekegto
getatoegat
teetctacag
atgacgtgag
tatacattec
tgaaggcgtc
gcaaaggaagy
cgegeatgtg
tagaggccca
actteccect
tgctgaacay
cgggggecaa
attatcaaga
gaagaaggtc
geaaaaccta
aaccttacca
ccagygcacta
ccttitecag
gtggatgtya
actgtctteoe
cagcaagtca
azatactaaa
aacagatggg
acatgcccgg
cactaaatca
gatgcaatac
cattattgtyg
atgatggtgce
aactgetgea
ctaagccagg
tgcactgtgg
aagcagaaca
ttaaccca

ccegeoeecte
accoggtaca
cacegeggece
cogecgacayg
cagoctggee
caacttttct
attgaatcca
ctaaagttte
ccggaggace
tgtecagegac
gaagacactg
gaagcgactt
cctggagagt
gagggagacc
aacccaceag
ttcocoggeg
ccgggeeggy
ccgagaatet
cececctegggeo
gcecacageag
tetgaccace
cocagacggco
coccaagatt
tttgagcgcet
gg9ggeggeag
cagggactgt
ctaccctect
gcteatgeca
gtggeecegg
taccaagagt
ctgtgactgg
cegcaaacac
gtcggaccac
ceeacactge
cacgagggga
gecttgtgaat
aacaaacaaa
gtctgatact
acttacaaaa
gtgagettyg
acacgtaaag
tcggaggaag
ttggtgagtt
tacttttgac
taaataagcc
ttteagatgt
aatgtgtttt

cageacecea
gtececagga
attcteacet
ccacagtgge
atcggaccta
aagaatttect
aagaagaagq
taatcttegt
etckgggeec
gcteoctgotea
cgteeageaq
cecccactte
ggcggagetyg
gaggagttca
gaatcggtgyg
agcagcggec
ggtgacocgg
gegecacctc
ggcttogtgg
cctcageege
cectggeagcg
agcoacoecyg
aagcaagagg
ggaceccage
ctecccacca
caccebggee
ttectgecayg
cegggttect
aaaagaacag
tctcatctea
gacggetgtg
acagggeace
cttgocttac
caggagagag
ggageocage
ggataatcag
caaazgaaca
ggatggatct
tgccaagggy
ggggagggaa
atcaccttgt
aggaagcegat
gtggtcctaa
aaggaaaate
tggtttattt
gcaataatte
tetatatagt

cccaggaace
ctaegeaccc
ggcggegecg
cgcgacaacyg
ctiatctgoc
gtatacaaag
atctcgggea
tgactttggg
ccacatkaat
cgtectteke
gtgeceogac
ccggeegeec
gtgcagcttg
acgacctcat
cagecaccgt
ctgecagegce
gcgtggetge
ceacggeccc
ctgagctoct
caggtggggyg
agtacagcag
tggtagtgae
cggtcoccegtce
tcagcaacgg
ggactacecec
tgoctettcoeo
accagatgca
gectgecaga
ccacoeacac
aggcacacct
ggtggaaatt
ggceetttea
acatgaagag
agttcagtat
tggecaagege
gagaaaggaa
aacaaaaaaa
tctatcattc
tgactggaag
gaccaggatt
atgctctttg
tcaggtacag
aggtaccaaa
tagtttegte
ctgtaacatt
gtacaatggt
teocettgoott



2/4

Figura 2. Sequéncia de ADNc para GK1f4 Humana

(SEQ ID

Ne: 2)

itcygaggegac cgcgacagtg gtgggggacyg ctgetgagtg gaagagagcog cagocoggece
61 accqgaceta cttacteogee ttgeotgattg tctatttity cgtttacaac ttttotaaga

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
s01
961

acttttgtat
aagaaggatc
ctttggggtt
taakgaggca
tctccacgtt
cgaataaccg
gecgececcta
gkgeggcettyg
acgatctcet
tggecgecac
gecctgecag
cgggcgtagce
cteoegacyggce
tggcoegaget
cgccaggrgy

acaaaggaac
tcggecaatt
caggtgccce
gocacctgge
cgcgtoctgge
ctggegggag
tgacctggeg
cggeggtage
ggacctggac
cgtgtoctcg
cgegeecteo
geocgggeggce
tcecttcaac
cctgeggeea
cgggctgatg

1021 gegagtacgg cagccegteg

1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1561
1561
1621
el
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
228l
2341
2401
2461
2521
2581

cggtggtagt
aggeggtcte
cggctgeaca
gtotigagga
teecatoccea
tceegeeget
agccaaagag
acgegggetg
acacaggtga
cagatgaact
aatgcgacceg
aaatgcecaga
tcacactgtc
gttceocaact
aaaatcaaag
acttgaatat
ggtataaatt
tgatgcaata
tatgatgtta
tgatggtgct
actgoigeat
aagtcaggta
actgtggttt
agaacaaaty
gcaaacgtet
gtattttgca

ggegcoctac
ttegtgeace
cgacttcecco
agtgetgage
ceecgyggyacce
ccaktaccaa
gggaagacga
cggceaaaace
gaaaccttac
gaccaggcac
agcatttbec
cagtggatat
tteccgatga
gagtcatctt
aacagatyggg
tcetggactt
atatccgtga
taagcataaa
gaagaagagy
tggtgagtct
actttgacaa
atatacctgg
cagatgtgca
Egtttttcta
attttgtata
tactecaaggt

tttttaaaaa
tggggttttg
agctgctteg
gagtctgaca
ccggegggaa
gagctctece
gcggegacceg
aacctggeoge
tttattctect
tcagegtcag
acctgecaget
acgggcggag
ctggcggaca
gaattggacce
ggcaagttcg

gteatcageg
aacggcggge
cacttgggeg
ctggggegge
agcagggact
aattacceat
gagctcatge
tegtggeceo
tacacaaaga
cactgtgact
taccgtaaac
aggtoggaco
gacecacact
gagaaggage
gtgagitggat
gtctgtgact
acaaaatgee
gttgggggag
agatcacctt
aagaaattbca
tggttctaaa
ggaaaatcta
tttacttett
ataatttgta
tatagttect
tttgtaaact
gagaattaag

agacgcettee
ggttttggct
gygctgcegag
tggctgtcag
gggagaagac
acatgaageyg
tggocacaga
ceotaccteg
ccaatteget
cckeekctee
tcacctatcec
gcctectcta
tcaacgacgt
cggtgtacat
tgetgaagge
tcagcaaagg
cgeegegeac
ctggaccece
agctococcag
gtcacccetge
cettectgeo
cacceoggtee
ggaaaaggac
gttoccatet
gggacggcetg
acacggggca
acctagectt
gecagaagag
coagocagaa
aabcaggaaa
ggatcttcta
aagggygtga
ggaagaccay
gtattctett
ggtacagaaa
ggtaccaaac
tatttgtote
tagoatttet
caatggttta
tgeottaata
acaaagtaaa
ttttaaataa

aagttatatt
tcgtitectte
gacctictygyg
cgacgegetyg
actgegtcaa
acttecceca
cctggagagce
gagagagace
gaccecateck
gtegtegeeg
gateegggec
tggcagggag
gagcceccteg
tcecgoegeag
gtegctgage
cagccctgac
gtgceccaag
tetcageaat
caggactacc
cetgocgete
cgatcagatyg
ctgcatgccea
cgccacccac
taaggcacac
tggatggaaa
ccgeoeegtte
acacatgaag
aattecagtat
ageactacaa
aatgaggaak
tcattccaat
ctggaagtta
aattececttyg
taccttcotaa
acatgtttaa
aaggaageca
ccgatcaaca
atgcagacag
ttcccaagta
aatatgtaat
atgaacattt
acctataata

taatccaaag
tcttegtiga
goccccacat
cteccatett
gcaggtgece
gtgctteccg
ggcggagecg
gaggagttca
ccggagteay
tegagoageg
gggaacgace
teegeteooo
ggeggekteg
cageccegeago
gececcectggea
ggcagccacc
atcaagcagg
ggogacegge
ccgaccetgg
cctecegget
cageegeaag
gaggagccoca
acttgtgatt
ctgcgaacee
ttegeccoget
cagtgccaaa
aggcattttt
tttttacktt
tcatggtcaa
ccaaaagaca
tctaaateceg
tggatatcag
aattgtgtat
aagccattat
atagectaaa
aagttttcaa
Ettatgacct
toctgttatge
tgccttaage
ataaatttaa
tgtggagttt
ttttatcetg



IL-1 alfa (pg/mL)
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Figura 3
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Figura 4
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