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RESUMO

As técnicas atuais de cultura de tecidos permitem obter, a partir de um pequeno fragmento de pele, laminas
de queratinocitos cultivados para serem utilizados na cobertura de dreas cruentas. Essa populacdo celular
pode ser rapidamente expandida, atingindo, no final de 30 dias, dimensao centenas de vezes maior do que a
da bidpsia inicial. Os autores analisam o método utilizado para a cultura de queratinocitos, as dificuldades
encontradas, as aplicacoes atuais e as possibilidades futuras.

INTRODUCAO

A perda de substancia cutanea ¢ um problema que
atormenta o cotidiano da Cirurgia Plastica. Estamos,
constantemente, planejando e executando procedi-
mentos com a finalidade de cobrir dreas cruentas, nao
s0 as de origem traumatica, como as que nds Mesmos
produzimos apés a retirada de lesoes, mas também as
areas doadoras de enxertos e retalhos. O substituto

ideal de pele, bom, barato e de grande disponibilida-
de, ainda ndo foi encontrado. Caminho promissor
parece ser a cultura de c€lulas, pois o desenvolvimen-
to tecnoldgico nessa drea a evidencia como um proce-
dimento eficaz, relativamente rapido ¢ economicamen-
te viavel.
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A obtengao de queratindcitos humanos, sob a forma
de uma camada confluente, passivel de ser usada como
enxerto, foi descrita, inicialmente, por Green'', em
1979. A partir desse trabalho pioneiro, tém sido in-
troduzidos melhoramentos na técnica, bem como va-
rias aplicagoes' 3¢ 4.

Em conjunto com o Banco de Células do Rio de Ja-
neiro - PABCAM, situado no Hospital Universitdrio
Clementino Fraga Filho, foi iniciado, em setembro de
1997, estudo clinico-laboratorial para sistematizar o
cultivo, i vitro, de epiderme humana ¢ possibilitar
suas aplicagoes prdticas. Essa técnica ¢ utilizada em
importantes centros médicos no mundo, mas ainda
nao ¢ comum no Brasil.

A partir de bidpsia cutanea, conseguem-se fragmen-
tos de epiderme cultivada autdloga, que possibilitam
a cobertura de areas cruentas de extensio ¢ etiologia
diversas, como: queimaduras, ulceras cronicas,
epidermolise bolhosa, dreas doadoras de enxertos
cutaneos ou resultantes da ressecgao de nevos gigan-
tes, etc. Outra possivel indicagio ¢ o tratamento de
alguns casos de vitiligo, visto estarem os melanocitos
presentes na cultura.

MATERIAL E METODO

FASE CLINICA

No periodo de abril de 1998 a outubro de 1999,
foram selecionados 19 pacientes portadores de
nevos gigantes (4), tatuagens (5), vitiligo (5), ou
que seriam submetidos a retirada de enxertos de
pele parcial para cobertura de feridas complexas (5).
Dez pacientes eram do sexo feminino ¢ 9, do sexo
masculino. A faixa etdria variou de 8 meses a 72
anos.

Na primeira consulta avaliou-se a necessidade de
cobertura cutanea imediata ou em seguida ao tra-
tamento da lesao de base. De acordo com as Nor-
mas para Pesquisa em Seres Humanos, os pacien-
tes foram esclarecidos sobre o procedimento e ques-
tionados quanto a sua aceitagdo. Estando eles de
acordo, abriu-se prontudrio na Instituigio e proce-
deu-se a anamnese ¢ ao exame fisico, para o inicio
do tratamento.

A bidpsia foi feita sob anestesia local, em regime
ambulatorial (15 pacientes), ou durante ato cirtr-
gico de outro procedimento, sob anestesia geral (4

pacientes), obtendo-se fragmentos com cerca de 2
2
cm?.

Esse material foi levado ao Banco de Células para
ser cultivado, pelo periodo médio de 30 dias, du-
rante o qual foram realizados os exames comple-
mentares ¢ o preparo clinico do paciente.

FASE LABORATORIAL

Empregou-se a téenica descrita, em 1981, por
O’Connor''® | com algumas modificagoes. Os frag-
mentos cutancos eram transportados para o labo-
ratorio em meio de cultura de Eagle, modificado
por Dulbecco (DMEM) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA), com 10% de soro fetal bovino
(FBS) (Cultlab, Campinas, SP, Brasil) ¢ lug/mL
de anfotericina B (Eurofarma Laboratorios Ltda.,
Sao Paulo, S, Brasil), sob refrigeragao. Removia-
se 0 maximo possivel de derme, ¢ os fragmentos
contendo a epiderme eram fragmentados com uso
de bisturi. Essa Gltima por¢io era, a seguir, subme-
tida a dissociagao enzimatica, com 0,3% de tripsima
(Sigma) em solugao salina balanceada sem sais de
cdlcio ¢ magnésio (BSS-CMF), durante 18 a 20
horas, a 4” C, seguida de incubagao em nova solu-
¢ao, durante 30 a 60 minutos a 37°C, com agita-
cao orbital. As células epidérmicas, agora separa-
das umas das outras, eram plaqueadas em garrafas
de cultura (Nunc, Roskilde, Denmark), 6x10° ¢¢-
lulas/ 75 cm?, contendo 3T3 (células embrionarias
de camundongo) como camada alimentadora. A
3T3, obtida no Banco de Células do Rio de Janei-
ro, era previamente cultivada até atingir confluén-
cia, quando era tratada com 10pug/mL de
Mitomicina C (Sigma), de forma a ndo mais proli-
ferar (Figs. 1 ¢ 2).

As culturas eram mantidas por 20 a 40 dias em meio
para queratindcitos: meio minimo essencial, modi-
ficagdo D-valine, suplementado com 5 mg/L de
insulina, 4mM de L-glutamina, 0,4 mg/mL de
hidrocortisona, 10" M de toxina colérica, 5 mg/L
de transterrina, 2x10°M de T3, 10ng/mL de fator
de crescimento epidérmico (todos da Sigma) e 20%
de soro fetal bovino (Cultlab), a 37°C ¢ 5% de
CO,. O crescimento celular era monitorado ao mi-
croscopio invertido com contraste de fase. O meio
de cultura era trocado a cada 2 ou 3 dias. A conflu-
¢éncia celular era atingida em periodo de 10 a 20
dias, dependendo da idade do paciente (Figs. 3 ¢
4). Apos 4 a 7 dias em confluéncia, a camada
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epidérmica era descolada da garrafa, com o uso de DISCUSSAO
1,2U/mL de dispase em DMEM (Sigma), por 60

minutos a 37°C. Tal camada era entao lavada com A cultura de células esbarra, de inicio, com os eleva-
solugao salina balanceada (BSS), fixada sobre gaze dos custos da ;1parclhagt;m envolvida e do trt-:’ina.mcn-
embebida em petrolatum (Adapatic®), utilizando to de pessoal. Esbarra amc?la com segredos téenicos ¢
clipes cirdrgicos (Ligaclip — ambos da Johnson & problemas de patentes, pois grandes ]gboratorms tem
Johnson Medical INC., Sao Paulo, Brasil), trans- atuado na produgao industrial de substitutos cutancos.

portada ao centro cirtrgico em placas de Petri re-
frigeradas e utilizadas para enxertia (Figs. 5 ¢ 6). O
periodo entre o descolamento celular ¢ a enxertia
era de 4 horas (Fig. 7).

Sendo assim, embora as técnicas bdsicas possam ser
encontradas em numerosas publicagoes, os pequenos
detalhes de execugao, fundamentais para a realizagao
integral dos procedimentos, necessitam ser
redescobertos, individualmente, pelos diferentes pes-

FASE CIRURGICA quisadores.

Os enxertos foram aplicados diretamente sobre a
drea cruenta principal em 11 casos, ou como com-
plemento ao método de cobertura dessa area em 6
casos (Figs. 8 ¢ 9). O leito receptor foi

preparado de acordo com a doenga de

desepitelizagio com laser de CO, (2 ca- Nome Coleta Cirurgia Diagnéstico Enxertia Resultado
sos), abrasao com lixa d’dgua (3 casos),
desepitelizagio com dermdtomo elétrico

(8 casos). AMS. 03/06/98 2007/98 Area doadora | g1 germe | Integragio 100%
pele parcial

A essas dificuldades some-se, em nosso pais, a cons-
tante falta de verbas, a dificuldade de contratar técni-
cos especializados e, eventualmente, até as tentativas,

Sobre derme | Integragio 100%

3 2012/ Jevo gioante
A.FD. 02/02/98 01/04/98 Nevo gigante Sobie fhscia Integragdo 206

Por sua espessura muito delgada, os seg-  |asL. 06/10/98 : Tawagem | Ul 10
mentos de pele cultivada eram enxerta- T,
dos presos a gaze com petrolatum, a qual | "% RICER 310898 | Nevogigante |
SCIVIA COMO ancora dos pontos de ﬁxa' RS.P. 14/07/98 10/08/98 ’\"f;" "‘_““.'.‘.‘rl“ Sobre derme | Integragao 100%
¢a0, de mononylon 5-0. Todo o conjun- i) e
M.C.L. 06/04/98 15/09/98 Nevo gigante Sobre derme | Integragdo 60%

to era coberto com gaze vaselinada e cu-
rativo 0clusn-%rcomprcss1\’{) tipo Brown. |vos. 19/10/98 15/10/98 Area cruenta “’;‘]‘::\:::_1&‘“
O curativo era aberto apos 5 a 7 dias, para

Sobre derme Integragiio Y0%

o : . 2 M.AD., 20/07/98 17/08/98 Nevo gigante | 200 e
avaliagao, mantendo-se a drea coberta com g VO ZIZANE | g ohre fiscia Perda total
gazes fofas, durante pelo menos 14 dias. |, 29/09/98 230 | A doadon g derme | ntegragio 100
pele parcial
RESULTADOS AS. 01/02/99 08/03/99 Areadosdom | oo darme | Tutearacio 100%
pele parcial
C.M.M. 17/03/99 05/04/99 Tatuagem Sobre derme Perda total

Dos 19 pacientes selecionados inicialmen-
te, 1 abandonou o tratamento, 1 apresen- [R5 120559 02/0692 Viiligo
tou cicatrizagao por segunda intengao na

Sobre derme Integragiio 100%
(abrasio) - Hipercromia

Sobre derme | Integragao 100%

; . AES. 19/05/99 16/06/99 Vitiligo i Rl
area a ser tratada e, em 2, a cultura nao asas il
evoluiu, ainda na fase laboratorial, aplican-  |sar 16/06/99 06/07/99 Vitiligo S"ZL“":::“ '““;:;‘:j;";:’i
do-se outra técnica de reparagio. Sendo :

. . AS 07/07/99 30/07/99 Tatuagem Sobe deivie Perda total
assim, chegou-se ao total de 15 pacientes, |*> ? 2 (derméitomo)
com 16 dreas tratadas. CS0Q. 20/07/99 13/08/99 Tatuagem Sobre deme: |4, o oraciic 100

{dermiitomo)

No pds-operatorio, observou-se que 9 pa - —_— — — Sobre derme | Integracio 100

(laser) - Acromia

cientes apresentaram integragdo total dos
enxertos, 3 tiveram 60 a 90 % de integragao  |Acs. 01/08/99 06/09/99 vidlig: || hedene |Inuegracio 100

- . = ; (laser) - Eritema
¢, em 2, nao houve integragao (Tabela I). "
= Jmciente i
LCA. 30/06/99 27/09/99 Tawagem | coligenotfibro- | | “L\'t"]‘l‘:“”““
blastos
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de outras instituigoes, de levarem, mediante propos-
tas financeiras sedutoras, nossos poucos profissionais
gabaritados, e teremos o panorama em que se¢ desen-
volvem as pesquisas universitdrias.

Por outro lado, embora sofisticadas, as pesquisas so-
bre cultura de células sdao perfeitamente exeqiiiveis e
de interesse atual. Guardam, também, uma aura meio
magica, pois a capacidade de multplicar, em labora-
torio, 0s seres Vivos, em parte ou no todo, continua a
ser vista como novidade, mesmo jd tendo algumas
décadas de observagio. E, sobretudo, nao sio ainda
procedimentos rotineiros, estando justificadas novas
¢ variadas pesquisas.

Como ndo tinhamos experiéncia com a técnica, €sco-
lhemos casos em que o eventual insucesso do enxerto
nao trouxesse nenhum inconveniente além da peque-
na cicatriz na area de biopsia, ou seja:

1) Areas doadoras de enxertos de pele parcial,
onde a epitelizagio ocorreria normalmente,
mesmo sem o enxerto de pele cultivada.

2) Nevos gigantes, cujo tratamento usual con-
sistiria em ressec¢oes multiplas. Se o enxer-
to nao integrasse, procederiamos a ressec¢io
anteriormente planejada.

3) Virligo - as dreas receptoras eram prepara-
das mediante dermabrasio a lixa ou a laser.
Se nao houvesse integragio da pele cultiva-
da, haveria epitelizagao espontanea.

4) Tatuagens - a drea tatuada poderia ser abra-
sada ou desepitelizada com dermatomo ou
bisturi. A camada de ¢élulas cultivadas ace-
leraria a epitelizagao e, também, contribui-
ria para disfargar pigmentos residuais. Se no
houvesse integragio, a epitelizagao se faria
espontaneamente.

A consulta inicial a diversos trabalhos publicados nos
deu uma falsa idéia das possiveis aplicagoes da
epiderme cultivada. O’Connor e cols.® (1981) pu-
blicaram a primeira aplicagio clinica de queratindcitos
cultivados, utilizados em 2 pacientes com queimadu-
ras de 3° grau extensas. Testaram a enxertia sobre trés
tipos de leito receptor: granulagao recente, granulagao
cronica e fascia recém-desbridada. Referem integragao
satisfatoria da epiderme cultivada nos 2 pacientes ¢
nos 3 tipos de drea cruenta. No entanto, relatam tam-
bém que “os 2 pacientes foram extensamente enxer-
tados com enxertos autdlogos expandidos™ ¢ que,

“apds 3 a 4 semanas, a epiderme cultivada alcangou a
pele expandida circundante™, o que leva a crer que os
enxertos foram colocados sobre os orificios da pele
expandida ou muito proximos a eles. Nao hd como
garantir que a epiderme resultante era a cultivada ou
provinha do crescimento das bordas da pele expandi-
da.

Outros autores apresentaram sua experiéncia com
epiderme cultivada em queimados, porém com resul-
tados heterogéneos -8,

Gallico e cols.'" (1989) utilizaram epiderme cultiva-
da para cobrir dreas cruentas resultantes da retirada
de nevos gigantes, em 8 criangas. As ressecgocs se es-
tendiam até¢ a fiscia, sobre a qual os enxertos eram
colocados. Referem integragio de 68%, em média,
chegando a 84% em um caso.

Nossa experiéncia nao corrobora esses resultados.
Tentamos colocar segmentos de epiderme cultivada
diretamente sobre dreas cruentas de varios tipos, po-
rém concluimos que a epiderme ndo se integra a su-
perficies irregulares ¢ onde ndo ha derme. Considera-
mos igualmente duvidosa a possibilidade de auterir
algum beneficio na colocagio de epiderme cultivada
sobre dreas queimadas. Tivemos a comprovagao des-
se fato nas tentativas de enxertar a epiderme sobre
fiscias musculares, nos pacientes de nevos gigantes,
apos a ressecgio dos tecidos comprometidos. Nao
houve integracao e, seguramente, a superficie da fiscia
¢ melhor drea receptora do que superficies queimadas
(Figs. 10, 11, 12 ¢ 13).

Acreditamos que a utilizagio da epiderme isolada deve
se restringir a dreas cruentas que tenham derme na
profundidade.

A questao sobre qual a vantagem em cobrir com
epiderme cultivada dreas que epitelizario espontanca-
mente, como as areas doadoras de enxertos, pode ser
respondida pelos proprios pacientes. Todo cirurgiao
plastico sabe que as dreas cruentas resultantes da reti-
rada de enxertos de meia espessura sao muito doloro-
sas ¢ aderem aos curativos, dificultando sua retirada,
além de produzirem secre¢io seroematica que deter-
mina mau odor local ¢ constitui meio de cultura para
bactérias. O desconforto da drea doadora ¢ sempre
maior do que o da drea da doenga principal que moti-
vou a retirada do enxerto. Isso dura pelo menos duas
semanas, quando ndo hd complicagoes.

A utilizagio da pele cultivada eliminou completamente
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a dor e as secregoes, produzindo a epitelizagio com-
pleta das feridas em menos de 7 dias. Em todos os
pacientes deixamos uma faixa de drea cruenta, onde o
enxerto ndo foi colocado. A inspegao externa do cura-
tivo evidenciava, sempre, umedecimento naquele lo-
cal ¢ o paciente especificava que a dor se restringia a
ele.

Outra tentativa de utilizagao foi feita em pacientes
portadores de vitiligo. Diversos trabalhos recomen-
dam essa conduta, tendo em vista que, em meio a0s
queratindcitos, sdo cultivados alguns melandcitos'!
2 (Fig. 14). Em nossos 5 pacientes, preparamos as
dreas receptoras com dermabrasio® ou com laser'?'.
A integragao dos enxertos foi completa em todos os
casos, em torno de 7 dias, ¢ os pacientes foram orien-
tados para as terapias dermatologicas usuais para essa
doenga. Entretanto, apos 6 meses de observagio, con-
cluimos que os resultados sao precarios ou insuficien-
tes, pois, ou a pigmentagao nao ocorre, ou € irregular,
tanto em tonalidade quanto em distribuigao. Consi-
deramos, portanto, que para tais pacientes as técnicas
utilizadas ainda devem ser aprimoradas (Figs. 15, 16
el7).

A experiéncia adquirida com a cultura de
queratinocitos indica que ha necessidade de desenvol-
ver suportes artificiais ou bidgenos, substituindo a
derme. Pesquisamos, no momento, duas formas de
substituigdo dérmica: coligeno bovino e derme
acelular humana, ambas contendo fibroblastos huma-
nos (Figs. 18 ¢ 19). Tais substitutos se prestariam tanto
para cobertura provisoria quanto para permanente.
No primeiro caso, preparariam a drea cruenta para
posterior enxertia, minimizando a dor e as perdas
hidroeletroliticas. Poderiam, também, em associagao
com c¢lulas epidérmicas, cultivadas em sua superticie
ou aplicadas posteriormente, proporcionar cobertura
definitiva da drea cruenta. As duas possibilidades pa-
recem promissoras € serao motivo de outros traba-
lhos.

CONCLUSOES

a) O cultvo de queratindcitos ¢ uma técnica
vidvel, capaz de produzir grandes segmen-
tos de tecido a partir de pequenas biopsias,
em curtos espagos de tempo.

b) A integragdo das laminas epiteliais cultiva-
das se faz muito bem sobre superficies
dérmicas, promovendo epitelizagao mais rd-

pida e eliminando a dor ¢ as secre¢oes da
ferida.

¢) A epiderme cultivada nao se integra sobre
areas cruentas desprovidas de derme.

d) Oemprego de epiderme cultivada sobre areas
de vitiligo ndo resultou em pigmentagio
homogénea.
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