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RESUMO

As técnicas atuais de cultura de tecidospermitem obter, a partir de um pequeno fragmento de pele) lâminas
de queratinócitos cultivados para serem utilizados na cobertura de áreas cruentas. Essa população celular
pode ser rapidamente expandida) atingindo) aofinal de 30 dias) dimensão centenas de vezes maior do que a
da biópsia inicial. Os autores analisam o método utilizado para a cultura de queratinôcitos, as dificuldades
encontradas) as aplicações atuais e as possibilidades foturas.

INTRODUÇÃO

A perda de substância cutânea é um problema que
atormenta o cotidiano da Cirurgia Plástica. Estamos,
constantemente, planejando e executando procedi-
mentos com a finalidade de cobrir áreas cruentas, não
só as de origem traumática, como as que nós mesmos
produzimos após a retirada de lesões, mas também as
áreas doadoras de enxertos e retalhos. O substituto

ideal de pele, bom, barato e de grande disponibilida-
de, ainda não foi encontrado. Caminho promissor
parece ser a cultura de células, pois o desenvolvimen-
to tecnológico nessa área a evidencia como um proce-
dimento eficaz, relativamente rápido e economicamen-
te viável.
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A obtenção de queratinócitos hwnanos, sob a forma
de uma camada confluente, passível de ser usada como
enxerto, foi descrita, inicialmente, por Green'!', em
1979. A partir desse trabalho pioneiro, têm sido in-
troduzidos melhoramentos na técnica, bem como vá-
rias aplicaçôes'ê 3 e 4).

Em conjunto com o Banco de Células do Rio de Ja-
neiro - PABCAM, situado no Hospital Universitário
Clementino Fraga Filho, foi iniciado, em setembro de
1997, estudo clínico-laboratorial para sistematizar o
cultivo, in vitro, de epiderme hwnana e possibilitar
suas aplicações práticas. Essa técnica é utilizada em
importantes centros médicos no mundo, mas ainda
não é comwn no Brasil.

A partir de biópsia cutânea, conseguem-se fragmen-
tos de epiderme cultivada autóloga, que possibilitam
a cobertura de áreas cruentas de extensão e etiologia
diversas, como: queimaduras, úlceras crônicas,
epidermólise bolhosa, áreas doadoras de enxertos
cutâneos ou resultantes da ressecção de nevos gigan-
tes, etc. Outra possível indicação é o tratamento de
alguns casos de vitiligo, visto estarem os melanócitos
presentes na cultura.

MATERIAL E MÉTODO

FASE CLÍNICA

o período 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 à retirada de enxertos de
pele parcial para cobertura de feridas complexas (5).
Dez pacientes eram do sexo feminino e 9, do sexo
masculino. A faixa etária variou de 8 meses a 72
anos.

Na primeira consulta avaliou-se a necessidade de
cobertura cutânea imediata ou em seguida ao tra-
tamento da lesão de base. De acordo com as Nor-
mas para Pesquisa em Seres Hwnanos, os pacien-
tes foram esclarecidos sobre o procedimento e ques-
tionados quanto à sua aceitação. Estando eles de
acordo, abriu-se prontuário na Instituição e proce-
deu-se à anarnnese e ao exame físico, para o início
do tratamento.

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

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

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

FASE LABORATORIAL

Empregou-se a técnica descrita, em 1981, por
O'Connor'!", com algumas modificações. Os frag-
mentos cutâneos eram transportados para o labo-
ratório em meio de cultura de Eagle, modificado
por Dulbecco (DMEM) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA), com 10% de soro fetal bovino
(FBS) (Cultilab, Campinas, Sp' Brasil) e lj.Lg/mL
de anfotericina B (Eurofarma Laboratórios Ltda.,
São Paulo, Sp' Brasil), sob refrigeração. Removia-
se o máximo possível de derme, e os fragmentos
contendo a epiderme eram fragmentados com uso
de bisturi. Essa última porção era, a seguir, subme-
tida a dissociação enzimática, com 0,3% de tripsima
(Sigma) em solução salina balanceada sem sais de
cálcio e magnésio (BSS-CMF), durante 18 a 20
horas, a 4° C, seguida de incubação em nova solu-
ção, durante 30 a 60 minutos a 37°C, com agita-
ção orbital. As células epidérmicas, agora separa-
das wnas das outras, eram plaqueadas em garrafas
de cultura (Nunc, Roskilde, Denmark), 6x106 cé-
lulas/ 75 em", contendo 3T3 (células embrionárias
de camundongo) como camada alimentadora. A
3T3, obtida no Banco de Células do Rio de Janei-
ro, era previamente cultivada até atingir confluên-
cia, quando era tratada com 10j.Lg/mL de
Mitomicina C (Sigma), de forma a não mais proli-
ferar (Figs. 1 e 2).

As culturas eram mantidas por 20 a 40 dias em meio
para queratinócitos: meio mínimo essencial, modi-
ficação D-valine, suplementado com 5 mg/L de
insulina, 4mM de L-glutamina, 0,4 mg/mL de
hidrocortisona, 10-10 M de toxina colérica, 5 mg/L
de transferrina, 2xl0-9M de T3, 10ng/mL de fator
de crescimento epidérmico (todos da Sigma) e 20%
de soro fetal bovino (Cultilab), a 37°C e 5% de
CO2. O crescimento celular era monitorado ao mi-
croscópio invertido com contraste de fase. O meio
de cultura era trocado a cada 2 ou 3 dias. A conflu-
ência celular era atingida em período de 10 a 20
dias, dependendo da idade do paciente (Figs. 3 e
4). Após 4 a 7 dias em confluência, a camada
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epidérmica era descolada da garrafa, com o uso de
1,2U/mL de dispase em DMEM (Sigma), por 60
minutos a 37°C. Tal camada era então lavada com
solução salina balanceada (BSS), fixada sobre gaze
embebida em petrolatum (Adapatic®), utilizando
clipes cirúrgicos (Ligaclip - ambos da Johnson &
[ohnson Medicai INC., São Paulo, Brasil), trans-
portada ao centro cirúrgico em placas de Petri re-
frigeradas e utilizadas para enxertia (Figs. 5 e 6). O
período entre o descolamento celular e a enxertia
era de 4 horas (Fig. 7).

Os enxertos foram aplicados diretamente sobre a
área cruenta principal em 11 casos, ou como com-
plemento ao método de cobertura dessa área em 6
casos (Figs. 8 e 9). O leito receptor foi
preparado de acordo com a doença de
base: com bisturi (4 cásos),
desepirelização com laser de CO2 (2 ca-
sos), abrasão com lixa d'água (3 casos),
desepitelização com dermátomo elétrico
(8 casos).

FASE CIRÚRGICA

Por sua espessura muito delgada, os seg-
mentos de pele cultivada eram enxerta-
dos presos à gaze com petrolatum, a qual
servia como âncora dos pontos de fixa-
ção, de mononylon 5-0. Todo o conjun-
to era coberto com gaze vaselinada e cu-
rativo oclusivo-compressivo tipo Brown.
O curativo era aberto após 5 a 7 dias, para
avaliação, mantendo-se a área coberta com
gazes fofas, durante pelo menos 14 dias.

RESULTADOS

Dos 19 pacientes selecionados inicialmen-
te, 1 abandonou o tratamento, 1 apresen-
tou cicatrização por segunda intenção na
área a ser tratada e, em 2, a cultura não
evoluiu, ainda na fase laboratorial, aplican-
do-se outra técnica de reparação. Sendo
assim, chegou-se ao total de 15 pacientes,
com 16 áreas tratadas.

No pós-operatório, observou-se que 9 pa-
cientes apresentaram integração total dos
enxertos, 3 tiveram 60 a 90 % de integração
e, em 2, não houve integração (Tabela I).

DISCUSSÃO

A cultura de células esbarra, de início, com os eleva-
dos custos da aparelhagem envolvida e do treinamen-
to de pessoal. Esbarra ainda com segredos técnicos e
problemas de patentes, pois grandes laboratórios têm
amado na produção industrial de substitutos cutâneos.

Sendo assim, embora as técnicas básicas possam ser
encontradas em numerosas publicações, os pequenos
detalhes de execução, fundamentais para a realização
integral dos procedimentos, necessitam ser
redescobertos, individualmente, pelos diferentes pes-
quisadores.

A essas dificuldades some-se, em nosso país, a cons-
tante falta de verbas, a dificuldade de contratar técni-
cos especializados e, eventualmente, até as tentativas,
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"após 3 a 4 semanas, a epiderme cultivada alcançou a
pele expandida circundante", o que leva a crer que os
enxertos foram colocados sobre os orifícios da pele
expandida ou muito próximos a eles. Não há como
garantir que a epiderme resultante era a cultivada ou
provinha do crescimento das bordas da pele expandi-
da.

de outras instituições, de levarem, mediante propos-
tas financeiras sedutoras, nossos poucos profissionais
gabaritados, e teremos o panorama em que se desen-
volvem as pesquisas universitárias.

Por outro lado, embora sofisticadas, as pesquisas so-
bre cultura de células são perfeitamente exeqüíveis e
de interesse atual. Guardam, também, uma aura meio
mágica, pois a capacidade de multiplicar, em labora-
tório, os seres vivos, em parte ou no todo, continua a
ser vista como novidade, mesmo já tendo algwnas
décadas de observação. E, sobretudo, não são ainda
procedimentos rotineiros, estando justificadas novas
e variadas pesquisas.

Como não tínhamos experiência com a técnica, esco-
lhemos casos em que o eventual insucesso do enxerto
não trouxesse nenhwn inconveniente além da peque-
na cicatriz na área de biópsia, ou seja:

1) Áreas doadoras de enxertos de' pele parcial,
onde a epitelização ocorreria normalmente,
mesmo sem o enxerto de pele cultivada.

2) Nevos gigantes, cujo tratamento usual con-
sistiria em ressecções múltiplas. Se o enxer-
to não integrasse, procederíamos à ressecção
anteriormente planejada.

3) Vitiligo - as áreas receptoras eram prepara-
das mediante dermabrasão a lixa ou a laser.
Se não houvesse integração da pele cultiva-
da, haveria epitelização espontânea.

4) Tatuagens - a área tatuada poderia ser abra-
sada ou desepitelizada com dermátomo ou
bisturi. A camada de células cultivadas ace-
leraria a epitelização e, também, contribui-
ria para disfarçar pigmentos residuais. Se não
houvesse integração, a epitelização se faria
espontaneamente.

A consulta inicial a diversos trabalhos publicados nos
deu uma falsa idéia das possíveis aplicações da
epiderme cultivada. O'Connor e cols.v? (1981) pu-
blicaram a primeira aplicação clínica de queratinócitos
cultivados, utilizados em 2 pacientes com queimadu-
ras de 3° grau extensas. Testaram a enxertia sobre três
tipos de leito receptor: granulação recente, granulação
crônica e fáscia recérn-desbridada. Referem integração
satisfatória da epiderme cultivada nos 2 pacientes e
nos 3 tipos de área cruenta. No entanto, relatam tam-
bém que "os 2 pacientes foram extensamente enxer-
tados com enxertos autólogos expandidos" e que,

Outros autores apresentaram sua experiência com
epiderme cultivada em queimados, porém com resul-
tados heterogêneos (7,8 c 9).

GaUico e cols. (10) (1989) utilizaram epiderme cultiva-
da para cobrir áreas cruentas resultantes da retirada
de nevos gigantes, em 8 crianças. As ressecções se es-
tendiam até a fáscia, sobre a qual os enxertos eram
colocados. Referem integração de 68%, em média,
chegando a 84% em um caso.

Nossa experiência não corrobora esses resultados.
Tentamos colocar segmentos de epiderme cultivada
diretamente sobre áreas cruentas de vários tipos, po-
rém concluímos que a epiderme não se integra a su-
perfícies irregulares e onde não há derme. Considera-
mos igualmente duvidosa a possibilidade de auferir
algwn benefício na colocação de epiderme cultivada
sobre áreas queimadas. Tivemos a comprovação des-
se fato nas tentativas de enxertar a epiderme sobre
fáscias musculares, nos pacientes de nevos gigantes,
após a ressecção dos tecidos comprometidos. Não
houve integração e, seguramente, a superfície da fáscia
é melhor área receptora do que superfícies queimadas
(Figs. 10, 11, 12 e 13).

Acreditamos que a utilização da epiderme isolada deve
se restringir a áreas cruentas que tenham derme na
profundidade.

A questão sobre qual a vantagem em cobrir com
epiderme cultivada áreas que epitelizarâo espontanea-
mente, como as áreas doadoras de enxertos, pode ser
respondida pelos próprios pacientes. Todo cirurgião
plástico sabe que as áreas cruentas resultantes da reti-
rada de enxertos de meia espessura são muito doloro-
sas e aderem aos curativos, dificultando sua retirada,
além de produzirem secreção seroemática que deter-
mina mau odor local e constitui meio de cultura para
bactérias. O desconforto da área doadora é sempre
maior do que o da área da doença principal que moti-
vou a retirada do enxerto. Isso dura pelo menos duas
semanas, quando não há complicações.

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

Outra tentativa de utilização foi feita em pacientes
portadores de vitiligo. Diversos trabalhos recomen-
dam essa conduta, tendo em vista que, em meio aos
queratinócitos, são cultivados alguns melanócitos'!':
12) (Fig. 14). Em nossos 5 pacientes, preparamos as
áreas receptoras com dermabrasâo'ê' ou com laser'".
A integração dos enxertos foi completa em todos os
casos, em torno de 7 dias, e os pacientes foram orien-
tados para as terapias dermatológicas usuais para essa
doença. Entretanto, após 6 meses de observação, con-
cluímos que os resultados são precários ou insuficien-
tes, pois, ou a pigmentação não ocorre, ou é irregular,
tanto em tonalidade quanto em distribuição. Consi-
deramos, portanto, que para tais pacientes as técnicas
utilizadas ainda devem ser aprimoradas (Figs. 15, 16
e 17).

A experiência adquirida com a cultura de
queratinócitos indica que há necessidade de desenvol-
ver suportes artificiais ou biógenos, substituindo a
derme. Pesquisamos, no momento, duas formas de
substituição dérmica: colágeno bovino e derme
acelular humana, ambas contendo fibroblastos huma-
nos (Figs. 18 e 19). Tais substitutos se prestariam tanto
para cobertura provisória quanto para permanente.
No primeiro caso, preparariam a área cruenta para
posterior enxertia, minimizando a dor e as perdas
hidroeletrolíticas. Poderiam, também, em associação
com células epidérmicas, cultivadas em sua superfície
ou aplicadas posteriormente, proporcionar cobertura
definitiva da área cruenta. As duas possibilidades pa-
recem promissoras e serão motivo de outros traba-
lhos.

CONCLUSOES

a) O cultivo de queratinócitos é uma técnica
viável, capaz de produzir grandes segmen-
tos de tecido a partir de pequenas biópsias,
em curtos espaços de tempo.

b) A integração das lâminas epiteliais cultiva-
das se faz muito bem sobre superfícies
dérmicas, promovendo epitelização mais rá-
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pida e eliminando a dor e as secreções da
ferida.

c) A epiderme cultivada não se integra sobre
áreas cruentas desprovidas de derme.

d) O emprego de epiderme cultivada sobre áreas
de vi ti ligo não resultou em pigmentação
homogênea.
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