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A nmlhora observada nas ultimas decadas nos mdlces de sobrevivéncia de vitimas
ldmltes com. perdab cutineas extensas, prmcrpalmente queimaduras, relaciona-se ndo
dpblldh a melhom dos. wldados «clinicos, ‘mas também & resultado do consenso da
mportdnud da remocao precoce do tecido desvntahzado résultante do trauma e da cobertura
- das 4reas desnudas ‘com um substituto cutineo.’ No entanto, a realizagio destes
procbduucnloa ¢ limitada pela dlspombllldade de substitutos cutdneos eﬁuentcs sejam
‘estes temporarios ou permanentes.

Counsiderando que a derme humana possui as caracteristicas naturais ideais para a
proliferagdo de queratindcitos em sua superficie, os autores propdem o uso de derme
humana conservada em glicerol e de-celularizada para a o cultivo diretamente em sua
superficie de queratinécitos semeados em alta densidade ¢ sem o uso de “camada
alimentadora”. Assim, a relativa simplicidade técnica do método de conservagio de
enxertos de pele em Bancos combinar-se-ia a culturas de queratinocitos sem a presenga de
fibroblastos murinos (3T3).

O cquivalente dermo-cpidérmico obtido ¢ composto de derme recoberta por epitélio
multi-estratificado, com caracteristicas morfologicas semelhantes a  epitélios de
queratindcitos, com reorganizagdo parcial da jungdo dermo-epidérmica, examinada sob
microscopia otica e eletronica. A avaliagdo da expressdo da Citoqueratina 14 ¢ Involucrina
atraves de cnsaios de imunohistoquimica, estabeleceu um padrao normal de diferenciagio
celular. Tanto o sistema de cultivo imerso como na interface ar-liquido foram testados,
sendo que os resultados finais favoreceram a siluagdo organotipica.

O transplante destes compostos dermo-epidérmicos a ratos atimicos, evoluiu com a
integragdo dos enxertos, excelente revascularizagio e re-povoamento da derme humana por
fibroblastos murinos autoctone

Conclui-se que derme acelular conservada em glicerol pode ser utilizada como base
para o cultivo de queratindcitos em sua supetficie sem a presenga de fibroblastos
xenogenos, permitndo a construgdo in vitro de um equivalente cutdneo. Suas caracteristicas
morfologicas, resisténcia mecanica e baixa antigenicidade permitem vislumbrar seu uso

‘como um substituto cutaneo permenente.
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SUBSTITUTO CUTANEO RESULTANTE DO CULTIVO DE QUERATINOCITOS
HUMANOS SOBRE DERME ALOGENA CONSERVADA EM GLICEROL

PREMIO NELSON PICCOLO

ANTRODUCAO

Este trabalho descreve a construgdo in vifro de um novo substituto cutineo,
potencmlmﬂme deﬁmllvo através do cultivo de ‘queratindcitos humanos diretamente sobre

. aloderme acelular previamente conservada em glicerol. Observou-se a morfologia e fungio

'elulaxe.s e venﬁcaxam—se; as_conseqiiéncias da exposigdo dos queratinocitos durante seu
VO ) ambiente, uullzando pma tanlo um 31stema de cultivo na mtelﬁ(,e ar-

Apesal dos avangos no tratdmento dab vitimas de quelmdduras gracas ao melhor
entmdlmemo dos mecanismos envolvidos no choque hipovolémico que se segue ao trauma
e a reposigdo hidrica adequada, ao estabelecimento de Unidades de Queimados permitindo
atendimento especmhzado, ao uso de antimicrobianos tOpicos e ao consenso quanto aos
beneficios das ressecgdes precoces de escaras, a restauragdo da integridade cutinea ainda
permanece um desafio. Enxertos autologos continuam sendo a melhor opgdo em termos de
revestimento definitivo, mas em pacientes extensamente queimados, as areas doadoras-sdo
escassas. Mesmo existindo varias alternativas temporarias disponiveis comercialmente,
ainda persiste a busca pelo substituto cutineo permanente, biocompativel, facilmente
disponivel e de baixo custo.

As culturas de queratindcitos foram descritas ja em 1952 (2). Rheinwald e Green, na
década de 70, estabeleceram método aonde, a partir de uma pequena biopsia de pele,
queratinocitos sdo isolados e cultivados in vifro, vindo a formar epitélios continuos e multi-
estratificados que podem ser transplantados (3). A sobrevivéncia dramatica de duas
criangas severamente queimadas utilizando epitélios autologos cultivados trouxe grandes
esperangas para os terapeutas (4). No entanto, experiéncia adicional demonstrou que a
fragilidade destes epitélios cultivados ndo apenas exige grande habilidade técnica para seu
cultivo e manuseio, como também qualidades do leito receptor normalmente dificeis de
serem encontradas em termos de boa vascularizagdo e baixa contaminagio bacteriana. O
conjunto de dificuldades técnicas, tais como o tempo necessario para a obtengdo das
quantidades desejadas de enxertos, os custos elevados, o nivel de integragio dos enxertos
considerado insatisfatorio por varios autores € a instabilidade prolongada dos enxertos, tem
direcionado pesquisadores a buscar substitutos cutdneos mais resistentes, na maioria dos
casos, atraves da adigdo de um componente dérmico.

Varias alternativas foram propostas, tais como géis de colageno pré-fabricados
(5)(6), matriz extracelular sintetizada por fibroblastos (7) e derme animal (8). Aloderme
humana foi utilizada em situag¢des clinicas como suporte para epitélios de queratinocitos
cultivados, resultando em uma cobertura permanente(9)(10).



Derme alogena de baixa antigenicidade pode ser obtida através da de-celularizagdo
de enxertos alogenos de pele fornecidos por Bancos de Tecidos e pode ser conservada em
glicerol (11)(12). Este provou ser um método menos exigente em termos tecnicos, aonde o
tecido, apesar de desvitalizado, conserva sua estrutura morfologica e pode ser utilizado
tanto como um substituto de pele temporario (13), como enxertado na forma de uma matriz
dérmica (14).

A escolha pela aloderme conservada em glicerol como suporte para as culturas de
queralinocitos baseou-se no conceito de que a mesma seria naturalmente possuidora de
_caracteristicas ideais para o crescimento das células com as vantagens descritas como

~-consequentes . a0 método de conservagdo, ou seja, diminuigio da antigenicidade e
esterilidade (15)(16)17). . = . .~ '
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* Cultura de Queratindcitos

Suspensdes de células foram obtidas a partir de fragmentos de pele livres de tecido
subcutdneo através de separagio enzimatica (solugdo de 0,05% tripsina / 0,02% 4cido
etilenodiaminotetra-acético - EDTA (Gibco). As células foram semeadas em alta densidade
(5x10°  células/ 25¢cm’?), sem a presenga de camada alimentadora (“feeder-layer”). As
culturas foram nutridas inicialmente com uma mistura de meio DMEM (60%) (Gibco),
Ham F12 (30%) (Gibco), e 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco), suplementados com 4
mML-glutamina (Gibco), 0,18 mM de adenina (Sigma), 0,5 g/ml insulina (Sigma), 0,4 g/ml
hidrocortisona (Sigma), 0,1 nM de toxina da colera (Sigma), 2 nM tri-iodotironina (Sigma)
e solugdo antibiotica de 100 Ul/ml penicilina e 100pg/ml estreptomicina (Gibco) e, a partir
da primeira troca de meio, com 10 ng/ml de Fator de Crescimento Epidérmico (Sigma). As
garrafas de cultura foram mantidas em incubadora de 5% CO;2, a 37° C. A sub-confluéncia
celular das culturas primarias foi obtida normalmente em 5 dias, quando entdo foram
realizadas culturas secundarias (60.000 cels/ cm?®) sobre fragmentos de aloderme
previamente preparados.

Preparo da aloderme

Enxertos de pele de espessura parcial fornecidos pelo Banco de Tecidos do Instituto
Central do Hospital das Clinicas da FMUSP — S&o Paulo foram conservados em glicerol a
98% (11). Inicialmente, o conservante foi removido e a re-hidratagdo dos tecidos obtida
através de banho em solugdo salina 0.9% (Baxter) durante 20 minutos. As células
- epidérmicas foram removidas colocando-se os enxertos pré cortados em solugdo de dispase
2,5% (Boehringer-Manheim Corp.) a 37° C,durante 45 minutos, seguido de um segundo
banho de 15 minutos em solugdo de 0,05% Tripsina / 0,02%EDTA (Gibco), também a
37°C. Os fragmentos de-epidermizados foram aderidos aos pogos de cultura com sua
superficie papilar voltada para cima por desidratagdo, e entdo, mantidos Gmidos pela adigdo
de meio DMEM (Gibco). ,

Sistemas de cultivo imerso e na interface ar-liquido



Além do cultivo imerso tradicional, foi proposto o cultivo na interface-ar-liquido.
Para tanto, ap6s o cultivo na situagdo imersa durante 7 dias, os fragmentos dérmicos com os
queratinocitos proliferando em sua superficie foram elevados sobre grade metalica. Pode-se
desta forma, manter a base dérmica em contato com o meio de cultura e os queratindcitos
proliferando em sua superficie, em contato com o ar. Nenhuma outra alteragdo foi
introduzida na sistematica de cultivo.

Microscopia dfica

.. Fragmentos de derme/queratinocitos (n=40) foram retirados de ambos os sistemas

* i de cultivo, i.e..imerso ¢ na interface. ar—llqu1do no 4°, 70, 10° 14° € 21° dia ap0s o inicio dos

.uxpemnentos e fixados em ‘solugdo de formol a 10, emblocados em parafina e cortes
orados por hcmatoxnlma eosina; O nimero de’ queratmocuos na superficie da derme foi
’estabelemdo através da conlagem de nucleos celulares ent 10 campos (x1000) dos epitélios
- cultivados (chroscoplo Labopht — Nikon). Valores médios e medianos foram calculados e
. 0 teste t-Student aplicado para a avallag:ao das diferengas estatisticamente significantes em
. termos de proliferagio celular. ‘

'

Microscopia eletrénica de transmissdo

Amostras para estudo em microscopia eletronica foram obtidas de ambos sistemas
de cultivo no 21° dia apos semeadura das células sobre as dermes. Apds fixagdo em e
coloragdo tradicionais, o tecido foi observado em microscopio eletronico de transmissio
JEOL e os registros fotograficos realizados em filme KODAK 4489 (Eastman Kodak Co.)

Imunohistoquimica

Estudos de imunohistoquimica foram realizados buscando avaliar-se a sintese dos
produtos normais da diferenciagdo celular. Para tanto foram avaliadas expressdo de
citoqueratina 14 e involucrina em cortes de material emblocado em parafina O antigeno de
citoqueratina 14 foi exposto por calor sob pressdo e marcado por anticorpo monoclonal
anti-citoqueratina 14 1:40 (Novocastra). Os antigenos de involucrina foram expostos pela
digestdo enzimatica com solugdo de tripsina porcina (Sigma) e marcados com anticorpo
monoclonal para involucrina (Novocastra) na diluigdo de 1: 200. O tratamento com
anticorpo biotinilado (Complexo Strep — ABC)(Dako) e 3,3 diaminobenzidina (DAB)
(Sigma) dos preparados resultou na presenga de um precipitado marrom dourado
intracelular denotando a presenga dos antigenos em estudo. Maior contraste foi obtido com
contra-coloragdo com hematoxilina de Harris (20segundos). Controle positivos foram
realizados em cortes de pele humana de espessura parcial.

RESULTADOS

A exposi¢do dos fragmentos de pele de espessura parcial aos banhos enzimaticos,
resultou na remogdo completa das células epidérmicas bem como de todos os componentes



da membrana basal. Possivelmente gragas as trocas do meio de cultura, as células dérmicas
desvitalizadas foram removidas mecanicamente e ndao puderam ser observadas em
preparados histologicos a partir do 7° dia de cultura.

Os queratinocitos aderiram a derme e proliferaram vindo a constituir um epitélio
confluente em cerca de 4 dias, passando entd@o a se estratificar e diferenciar. A exposi¢io ao
ar no sistema de cultivo ar-liquido representou um forte estimulo para a multiplicagdo e
diferenciagio celular como pode ser bem observado nos cortes corados por hematoxilina-
eosina no 21° dia de cultivo. Na situagdo de cultivo imerso, notou-se um nimero menor de

camadas, com queratindcitos menos diferenciados; uma camada coérnea verdadeira ndo
pode ser observada, apesar da presenga de algumas lamelas corneas. Ja na situagdo de
:._exposx(;ao ao ar, 0 epitélio era composto de um nimero significantemente maior de
ﬁamadas de células, com. melhor orgamzagao e dxfcrencmgao além da formagao de camada
cornea vmdadeua o, Ry . :

-3

: A conlagens ddS celulas tanto na sntuag;ao imersa como na interface ar-liquido

_ demonstrou um nimero progressivamente maior de células ao longo do tempo de estudo.
 Diferengas estatisticamente significativas no niimero de células pode ser observado entre os
dois sistemas a partir do 10° dia de cultivo, com o sistema ar-liquido apresentando
constantemente maior numero de células.

Os estudos de microscopia eletrOnica permitiram a observagdo de boa organizagio
celular nos epitélios cultivados, incluindo a presenga de organelas intracelulares bem
formadas, membranas celulares com desmossomos, e filamentos de queratina em células
mais diferenciadas. Enquanto uma camada cornea verdadeira pode ser observada nos
compostos cultivados na interface ar-liquido, a membrana dos queratinocitos em contato
com o meio de cultura apresentaram inimeras microvilosidades. Melandcitos funcionantes
foram identificados pela presenga de melanossomos intracelulares. Nas amostras obtidas de
material do dia 21° de cultivo dos queratindcitos sobre as dermes, pode ser observada a
presenga de membrana basal neo-formada, que apesar de incompleta, pode ser identificada
através da observagdo de hemidesmossomos bem formados, placas sub densas e depositos
eletrodensos subjacentes, sugestivos da re-organizagdo da lamina densa.

Os estudos de imunohistoquimica revelaram a expressdo da citoqueratina 14 nas
camadas basal e suprabasal dos epitélios cultivados em localizagdo semelhante aquela
observada nos controles de pele normal. A expressio de involucrina ocorreu
prematuramente em todas as camadas suprabasais dos epitélios cultivados, em contraste
com os controles de pele normal aonde o antigeno pode ser detectado apenas nas camadas
de células mais superficiais e diferenciadas.

DISCUSSAO

No método de trabalho proposto, a remogdo completa da membrana basal no
momento da de-epidermizagdo poderia ter representado um fator deletério para a adesdo
celular e proliferagdo (18). No entanto, as células aderiram a base dérmica, contituiram
epitélios multi-estratificados. Inclusive, pode ser observada a presenga de uma membrana



basal neo-formada, que mesmo incompleta sugere a possivel resisténcia mecanica maior e
mais precoce destes substitutos cutineos. Pelas suas caracteristicas, esta proposta poderia
ser utilizada como modelo experimental no estudo da formag¢do da membrana basal in vitro
aonde a presenga de outros fatores celulares, tais como fibroblastos, e humorais possam ser
controlados.

 As culturas foram iniciadas sem a presenca de fibroblastos murinos atuando como
“camada alimentadora” (3), procurando-se obter um composto dermo-epidérmico o menos
antigénico possivel. Alguns autores atribuiram a perda gradual de enxertos cultivados &
resposta i1’1ﬂa.ma,téria desencadeada pela presenga de fibroblastos xendgenos (19).

i . Diferen¢as marcantes na proliferagdo e maturagao celulares puderam ser apreciados
: v’com a exposxgao das celulas ao ar. Ainda-fica por ser estabelecida se a formagdo da camada
¢ornea’ ocorreu: apenas pela necessidade .de uma protegdo celular mais eficiente contra a
“desidratagdo, ou se a derme também teve um papel de “filtro” para o meio de cultura,
i clecmnando os componentes que ao final atmglam as células na superficie da derme.

Certa desorgamzac;ﬁo celular nos epitélios pode ser observada em ambos os sistemas
de cultivo, sem no entanto a presenga de displasia celular significativa. Epitélios
hiperproliferativos e desorganizados tem sido descritos em condi¢des de alta renovagdo
celular, tais como na psoriase ou na cicatrizagdo, possivelmente devido a persisténcia de
estimulos proliferativos que persistem além da oclusdo das feridas. As culturas de
queratinocitos podem ser consideradas como uma situagdo em que a dispersdo celular
inicial e a perda de contato intercelular sdo um forte estimulo para a proliferagao das
c¢lulas epidérmicas que no entanto possuem potenciais clonogénicos diferentes e estdo
dispersas randomicamente na superficie da placa de cultura (20). Estes potenciais diferentes
de crescimento resultam em uma irregularidade tridimensional na confluéncia das células e
que pode refletir-se como na “desorganizagdo” celular nos cortes histologicos. Outro fator
para a presenga desta desorganizagio celular poderia ser atribuida a auséncia de
componentes de membrana basal, tais como colageno IV e laminina, creditados como
sinalizadores para a organizagdo celular dos tecidos (21).

A fungdo e morfologia normais dos queratinocitos pode ser documentada pela
microscopia eletronica de transmissdo pela presenga de estruturas juncionais bem formadas,
tais como desmossomos, organelas intracelulares e granulos de queratina nas camadas mais
superficiais. Como descrito (22), melanocitos perduraram como células passageiras nas
culturas e prova adicionail de sua fungdo normal foi a visualizagdo de granulos de
pigmentos em melanossomos e no citoplasma de queratindcitos adjacentes.

Hemidesmossomos bem formados, placas sub-densas e depositos eletrodensos
“subjacentes sdo o testemunho da neo-organizagio da jungio dermo-epidérmica. O
desenvolvimento completo desta estrutura bem como as normalizagdo da proliferagdo e das
caracteristicas de diferenciagdo deverdo ocorrer in vivo com a presenga de outras células e
fatores de crescimento. Apesar da evidente indugdo a proliferagdo celular e diferenciagio
em diregdo a formagdo de uma camada cornea, a exposigdo dos queratindcitos ao ar ndo
implicou em uma membrana basal melhor formada. '



Os estudos de imunohistoquimica foram considerados importantes para a avaliagdo
das caracteristicas funcionais dos epitélios cultivados. Normalmente, na medida em que as
células confluem, os estimulos mudam da proliferagdo celular para a diferenciagfio celular,
o que se traduz na expressdo, por exemplo, da citoqueratina 14 na camada basal ¢ da
involucrina nas camadas mais superficiais. Desta forma, a presenga de queratinas
intracelulares pode ser um indicador de que o esperado caminho para a diferenciagio foi
tomado pelas células No composto dermo-epidérmico proposto, a expressio de

_citoqueratina 14 e involucrina ocorreu nos niveis esperados. No entanto, a expressdo de
citoqueratina 14 persistiu nas camadas suprabasais e a expressdo de involucrina por sua
vez, ocorreu prematuramente. Estas diferengas ja foram descritas em situagdes de

‘»_L'“h,ipmpmlifera@ﬁﬂ celular, tais como psoriase ou mésmo, de cultura (23).

; 0 transplame deﬂes Qomposlos dermo- epldermlcos em ratos atimicos apresentaram
i:&ulidd()b piomussores com excelente neo- -vascularizagdo da derme, repopulagdo da derme
; p(,r hbmblasms murmos autoctones ea sobrevwencna do eplteho cu luvwdo

: Concluindo, o composto dermo-epidérmico proposto possun caracteristicas

~ morfologicas e funcionais que incentivam seu uso como substituto cutdneo permanente,

~apresentando , vantagens em termos de -resisténcia mecdnica gragas a presenga do

componente dérmico e da formagdo ja in vifro de elementos da jungiio dermo-epidérmica.

A derme humana preservada em glicerol e de-celularizada demonstrou ser um suporte

adequado para o crescimento in vifro de queratindcitos semeados diretamente sobre sua
superficie.

* Este trabalho foi desenvolvido com o fomento da FAPESP e do CNPq.
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