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Construction of an in vitro equivalent skin
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RESUMO

Introducao: Dentre as diversas pesquisas realizadas na area de
bioengenharia de tecidos, a criagdo in vitro de tecidos vivos torna-
se uma das mais promissoras formas de atuacao cientffica. Neste
caminho, cada vez mais tém sido descritos novos substitutos
cutaneos para o tratamento de grandes lesdes da pele. Bell et al.
descreveram um modelo de matriz colagena tipo | contratil apés
a adicdo de fibroblastos. Método: O presente estudo propde a
elaboragdo in vitro de um equivalente dermo-epidérmico com-
posto por uma “derme” de colageno povoada por fibroblastos,
acompanhado de um epitélio de queratindcitos cultivados em sua
superficie anterior no papel de “epiderme”. Além disso, estuda as
alteracGes histoldgicas encontradas nos dias de cultura 4, 7, 14 e
21, avaliando a influéncia da interface ar-iquido na estratificagao
do epitélio. Resultados: Os resultados mostraram que houve a
criacao de um substituto dermo-epidérmico in vitro, com a forma-
¢éo de um epitélio com boa estratificacao, sendo que o contato
com 0 ar aumenta esta estratificacao.

Fibroblastos.  Pele artificial.

Descritores:  Ceratinécitos.

Colageno.

SUMMARY

Background: Human skin is a tegument composed by two
different layers: a dermis and epidermis. In situations like
trauma and burns, partial or complete loss of this tegument
may occur. In 1979, Bell et al. have demonstrated that
human fibroblast cultivated over a type | mouse collagen
lattice could cause contract that lattice. Methods: In this
study, we construct an artificial skin equivalent composite
using keratinocytes, cultured over a collagen lattice
populated by fibroblasts. This cocultured system was
investigated for 3 weeks, and saw in the light microscopic
level in the days 4, 7, 14 and 21 days. Results: This study
showed the stratification and differentiation of the
epitheliumin contact with the air is much better than without.
Maybe, this system can be use like a skin-substitute.

Descriptors: Fibroblasts. Artificial skin.

Collagen.

Keratinocytes.
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INTRODUCAO

Diversas situagdes, como queimaduras e traumatismos,
podem proporcionar a destruicdo do revestimento cutaneo. A
interrupcao acidental da continuidade da pele predispbe a
infeccdes e perdas volémicas importantes, resultando em
grande morbidade e mortalidade. O consenso em relagdo a
importancia da ocluséo precoce de areas cruentas resultantes
desses traumas motivou o interesse por materiais sintéticos ou
biolégicos a serem utilizados como substitutos cutéaneos, entre
eles: auto-enxertos e aloenxertos de pele, curativos biosin-
téticos e, como proposto neste trabalho, equivalentes dermo-
epidérmicos construidos in vitro.

Nao ha divida de que os enxertos autdgenos perduram
como a alternativa de escolha para o fechamento definitivo de
areas cruentas. Porém, alguns pacientes apresentam escassez
de areas doadoras de pele. Apesar do desenvolvimento da
expansdo de enxertos autdgenos sob a forma de malha (mesh
graft) proposta por Tanner e Vandeput’, o problema da escassez
de areas doadoras nunca foi totalmente solucionado.

Em 1943, Gibson e Medawar? ja verificavam que os aloen-
xertos preveniam o ressecamento das areas cruentas, auxilia-
vam o desenvolvimento do tecido de granulagdo, diminuiam
as perdas evaporativas, protéicas e de calor, limitavam a
proliferacdo bacteriana e reduziam a dor. Infelizmente, 0s
mecanismos bioldgicos de rejeicdo os tornavam opcédo ape-
nas de uso temporario, devendo ser substituidos por novo lote
de aloenxertos ou por auto-enxertos. Alguns autores propuse-
ram o uso de drogas, como a ciclosporina, para a modulacéo
dos fendbmenos imunoldgicos, mas 0s riscos consequentes a
esta imunossupresséo tornavam questionavel a conduta®,

O conceito da elaboracdo de um equivalente dermo-
epidérmico surgiu a partir da possibilidade de cultivo in vitro de
fibroblastos e queratindcitos, e do uso de matrizes que simulem
a derme.

Rheinwald e Green* desenvolveram protocolo préprio de
cultura de queratinécitos a partir de células isoladas, no qual
queratindcitos com potencial clonogénico multiplicavam-se,
coalesciam, formavam epitélio transplantavel ou podiam ser
utilizados em culturas secundérias. Posteriormente, Gallico et al.®
descreveram, com sucesso, a utilizacao clinica dos epitélios
autélogos cultivados in vitro em pacientes vitimas de queima-
duras. Devido aos resultados insatisfatérios, com grande ulce-
racdo dos pacientes, buscou-se a producdo de compostos
dermo-epidérmicos, em que as culturas de queratindcitos eram
realizadas sobre diferentes tipos de matrizes dérmicas.

Bell et al.®” mostraram que fibroblastos humanos semeados
em gel de colageno tipo | contraiam este substrato. Atualmen-
te, este modelo é utilizado por diversos autores como meio de
estudo do processo contratil da cicatrizagdo humana.

Em vista da importéncia de se dispor de substitutos definitivos
para o tratamento de grandes perdas cutaneas, e dos benefi-
cios originados pela elaboragcdo de compostos dermo-
epidérmicos para tal finalidade, propde-se, neste trabalho, a
elaboracdo in vitro de um equivalente dermo-epidérmico

composto por colageno povoado por fibroblastos no papel de
derme, acompanhado de um epitélio de queratindcitos culti-
vados em sua superficie anterior como epiderme. Além disso,
propde-se analisar o efeito do contato com o ar na estrati-
ficacdo do epitélio do novo composto.

METODO

Cultura de queratindcitos e fibroblastos

Ambas as células humanas foram isoladas de fragmentos
cuténeos de espessura total removidos de mamoplastias redu-
toras, realizadas em pacientes saudaveis do sexo feminino,
com idade entre 18 e 42 anos, que doaram a pele para
pesquisa com aprovacgéo do Comité de Etica do HCFMUSP.

Os queratinocitos foram isolados segundo o método de
tripsinizacéo seriada, descrito por Rheinwald e Green*, enquan-
to os fibroblastos foram isolados pelo método de explante. O
meio utilizado para o cultivo de queratindcitos foi baseado no
proposto por Reinwald e Green*. As garrafas de cultura foram
colocadas em estufa com atmosfera de CO, a 5% e tempera-
tura constante de 37°C. O meio de cultura foi trocado a cada
48 horas, até a semiconfluéncia das células.

Polimerizagdo da solugédo de colageno tipo |

Para polimerizagdo do colageno tipo | e formagdo de
matrizes, foi escolhido o método descrito pela Collagen
Biomaterials - Vitrogen 100, gue consiste na adicao de 400 ml
de solugdo acida de colageno do tipo | + 400 ml de PBS 10X +
100 ml de PBS 10 vezes concentrado + 100 ml de NaOH (0,1N).

Preparacdo da matriz
fibroblastos

Em placas multipogos de 24 pogos (Falcon), foram incluidos
aproximadamente 5X 10* fibroblastos ressuspendidos em 400 pl
de PBS 1X. Posteriormente, foram adicionados 100 pl de PBS 10X,
400 pl de solugé@o acida de colageno e em 100 pl de NaOH
(0,1N). Estas matrizes foram mantidas em estufa com 5% de CO,
a 37°C por 12 horas, quando ja estavam suficientemente
polimerizadas.

de colageno povoada por

Culturas secundarias dos queratindcitos sobre as matrizes
colagenas povoadas por fibroblastos (criagdo de composto
dermo-epidérmico)

Apds 12 horas da polimerizacdo das matrizes colagenas
povoadas com fibroblastos, foram semeadas 1,2 X 105
queratinécitos sobre a superficie superior destas matrizes,
formando co-culturas. O meio de cultura utilizado para manu-
tencdo da co-cultura foi 0 mesmo proposto por Reinwald e
Green*, porém sem o acréscimo de adenina para evitar a morte
de fibroblastos. As culturas s&o mantidas em estufa com 5% de
CO, a 37°C por 48 horas.

Estabelecimento de modelo dermo-epidérmico in vitro
Foram criados 6 géis de co-culturas. Estes géis ndo foram
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desprendidos das paredes dos micropoc¢os de cultura, e foram
mantidos imersos em meio, na estufa a 5% de CO, a 37°C, com
trocas de meio de cultura a cada 48 horas. Com 4 e 7 dias de
cultura, um dos géis foi retirado cuidadosamente e conservado
em formol a 10%. A partir do 7° dia, buscou-se avaliar a influéncia
da interface ar-liquido. Para isto, dois compostos dermo-
epidérmicos foram suspensos em grelhas de aco inoxidavel, de
maneira que a base dérmica ficasse em contato com o meio
de cultura, e os queratindcitos expostos ao ar. Com 14 e 21 dias
foram enviados um gel imerso e outro emerso para analise
histologica.

Estudos histolégicos - microscopia 6tica

O material da co-cultura com 4, 7, 14 e 21 dias (0s ultimos
dois com imerso e com interface ar-liquido) foram enviados
para inclusdo em parafina, cortes e coloragdo com hema-
toxilina-eosina. As laminas foram, entdo, analisadas em
microscopia oOtica.

RESULTADOS

Culturas secundérias dos queratindcitos sobre matrizes
colagenas

Neste estudo, observamos que ocorreu proliferagcéo unifor-
me dos queratindcitos, tanto na situagdo imersa, como na
presenca de interface ar-liquido, demonstrando a eficiéncia do
método de queratindcitos viaveis, a adequacao da densidade
proposta de semeadura das células e do meio de cultura
utilizado (Figura 1). As grelhas de ago inoxidavel possibilitaram
criar de maneira eficiente a interface ar-liquido desejada,
permitindo o contato exclusivo da matriz de colageno com o
meio de cultura e exposi¢cdo ao ar das células proliferando na
superficie (Figura 2).

Figura 1 - Composto dermo-epidérmico, em situagao
imersa, com 48 horas.

Analise histolégica do modelo dermo-epidérmico

No 4° e 7° dias de cocultura dos compostos dermo-epidér-
micos in vitro, no ambiente imerso, observa-se a formacao de
um epitélio em monocamada, sendo que, com o passar do
tempo, observa-se que o epitélio torna-se mais continuo, ou
seja, sem areas de falha.

A partir do 7° dia, houve uma divisdo do experimento,
mantendo metade dos géis imersos e a outra metade coloca-
da sobre o efeito da interface ar-liquido.

No 14° dia, nota-se inicio de estratificagdo dos epitélios,
com a formacao duas a trés camadas de células, porém ainda
com uma certa desorganizacao epitelial. No sistema ar-liquido,
0 epitélio apresenta-se um pouco mais estratificado.

No 21° dia, nota-se uma estratificacdo muito maior, princi-
palmente no sistema de interface ar-liquido, no qual se percebe
o0 inicio da formacdo de um estrato cérneo mostrado por
lamelas de material queratinizado fortemente eosinéfilo.

Na Figura 3, observa-se a evolugdo histolégica do
composto ao longo do tempo, tanto na situagdo emersa
como imersa.

DISCUSSAO

Dentre as diversas aplicacbes da bioengenharia esta a
busca pela formacao de novos tecidos. Neste trabalho, procu-
rou-se investigar a viabilidade de construcdo in vitro de um
composto dermo-epidérmico, baseado no cultivo de quera-
tindcitos sobre matrizes colagenas povoadas por fibroblastos.
Ambicionava-se a obtencdo de uma estrutura de maior resis-
téncia mecanica, biocompativel e com algumas caracteristi-
cas morfolégicas semelhantes & pele humana.

O composto proposto neste estudo foi executado sem
dificuldade, podendo ser reproduzido. Trata-se de uma

Figura 2 - Composto dermo-epidérmico, sobre grelha
inoxidavel, em situacéo emersa, com 10 dias de cultura.
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Figura 3 - Evolugao histolégica do composto ao longo do tempo.

imerso

4 dias

imerso

amearso

14 dias

base dérmica simplificada, em que se utiliza colageno tipo
| com fibroblastos humanos. Sobre este material foi possivel
0 crescimento de um epitélio cultivado, gerando diferen-
ciacao celular e estratificacdo da epiderme. Nas imagens
histolégicas com 21 dias, é possivel até a visibilizagdo da
producdo de queratina.

A construcdo de um equivalente usando apenas células
autégenas aumenta a chance de uma maior biocompa-
tibilidade do composto em comparacdo a outros substratos
dérmicos (aloderme, polimeros, etc). Assim, ao se tentar tratar
uma ferida, poder-se-ia cultivar fibroblastos e queratinécitos
autoégenos a partir de uma minUscula bidpsia, reduzindo-se a
antigenicidade do produto.

Histologicamente, ap06s 14 dias, iniciou-se a estrati-
ficacdo do epitélio em ambos os sistemas de cultivo. Apds
21 dias, o epitélio j& se mostrava mais bem formado, sendo
que no sistema emerso a estratificacdo era maior, mostran-
do uma queratinizacdo muito mais evidente. Portanto, o
cultivo de queratinécitos em interface ar-liquido gera uma
estrutura epitelial mais bem formada, com células mais
diferenciadas e mais préximas do encontrado no tecido
normal.

Apesar da formacdo de um epitélio confluente e
estratificado, pode-se notar, tanto no sistema imerso como
no emerso, uma certa desorganizagdo celular. Talvez isto
possa ser explicado por uma ma formacdo da membrana

basal, entretanto, para maior elucidagao, seriam necessa-
rios estudos de microscopia eletronica para visibilizagédo da
estruturacdo da membrana basal.

Neste estudo, comprovou-se ser possivel estabelecer um
composto dermo-epidérmico que, com mais testes e algumas
modificacdes, pode no futuro representar uma opc¢ao interes-
sante para a utilizacdo como substituto dermo-epidérmico em
pacientes queimados com falta de area doadora ou para
tratamento de feridas cronicas®®.

Outra interessante possibilidade de aplicagdo pratica é o
seu uso para o teste de novas drogas pela indUstria farmacéu-
tica, principalmente as de uso cosmiatrico ou para a melhor
compreensdo dos fendmenos cicatriciais®. Com o maior rigor
das normas de teste de novas drogas em cobaias, a criagéo de
sistemas que simulem a pele humana in vitro passa a ser
fundamental para o teste de novas substancias, avaliando
como estas interferem na estratificacéo epitelial, na renovagéo
celular e na queratinizacédo do epitélio, sem a necessidade da
morte de cobaias.

CONCLUSAO

Comprovou-se a possibilidade de criagdo de um composto
in vitro de substituto dermo-epidérmico constituido por quera-
tindcitos cultivados sobre matrizes colagenas povoadas por
fibroblastos humanos cultivados.
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Estudos de microscopia ética permitiram a observagéo
da proliferagdo das células ao longo do tempo, mostrando
caracteristicas morfoldgicas nos epitélios cultivados seme-
lhantes as observadas na epiderme humana e a situacéo
de cultivo na interface ar-liquido desencadeou processos
de proliferacdo e diferenciacdo mais acentuados do que
na situacdo imersa, com maior estratificacéo.
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