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Proteses contendo as células do proprio paciente no tratamento de lesoes cutdneas
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Figura 1. Corte histologico da pele
humana. C — a camada cornea. Q —
os queratinocitos da epiderme. P —a
regido papilar, unindo a derme e a
epiderme. D — a derme. H — a
hipoderme e o tecido adiposo
subjacente.
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A pele e as mucosas represen-
tam a interface do organismo com
o ambiente externo. A pele, que
recobre a totalidade da superficie
externa do corpo, € um dos mai-
ores oOrgdos, atingindo 16% do
peso corporal. Gragas a sua resis-
téncia fisica e a constituicao qui-
mica da camada cérnea que a
reveste, a pele protege o organis-
mo contra agentes fisicos e qui-
micos, assim como contra inva-
sio de organismos patégenos.
Além disso, o tecido cutineo e as
estruturas a ele associadas prote-
gem o organismo contra a perda
de dgua por dessecac¢io, garan-
tem a homeostasia de liquidos e
minerais produzindo o suor, atu-
am na secrecao e excrecao de
moléculas endégenas, participam
na regulacio térmica e atuam
como receptores para a percep-
¢ao do meio ambiente.

A pele é composta de duas
camadas distintas. A superficie
externa ¢ recoberta por
epiderme, camada estratificada
composta essencialmente de
queratinécitos. A camada basal
de queratinocitos, repousando sobre uma
“membrana basal”, é conhecida como a
camada germinativa, cujas células se divi-
dem garantindo a renovacgao da epiderme.
A medida que as células se separam da
membrana basal e avancam para a super-
ficie, o seu corpo contém cada vez mais
filamentos de queratina, aumentando as-

sim a sua resisténcia mecanica. A camada
mais externa, a camada cérnea, € compos-
ta de células mortas, que descamam pro-
gressivamente, sendo substituidas por no-
vas c€lulas que migram a partir da camada
basal. Assim, calcula-se que a epiderme
humana se renove integralmente a cada 20
a 30 dias.

Além dos queratindcitos, junto a2 mem-
brana basal encontram-se os melandcitos,
as células responsaveis pela cor da pele.
Os melandcitos sintetizam o pigmento
natural da pele, a melanina, que é progres-
sivamente transferida aos queratindcitos.
As caracteristicas genéticas do individuo e
a exposicao ao sol determinam a quantida-
de da melanina incorporada e,
consequentemente, a cor da pele. Os de-
feitos de melandcitos e da sua capacidade
de produzir a melanina resultam em regi-
oes ou manchas claras na pele, tais como
observadas no albinismo ou vitiligo.

A consisténcia fisica da pele é garanti-
da pela derme, que é subjacente a
epiderme. A derme contém uma densa
malha de fibras de coldgeno e elastina,
produzidas por células especificas, os
fibroblastos cutaneos. Essas células parti-
cipam também na regeneracdo da pele e
na renovagao da trama fibrosa da derme. A
membrana basal que separa a epiderme da
derme € produzida por ambas as camadas,
e contém as moléculas de adesiao e as
fibrilas perpendiculares que penetram pro-
fundamente na derme, garantido a conti-
nuidade fisica entre as duas camadas. A
derme contém os vasos sanguineos e lin-
faticos que a irrigam e garantem a nutricao



da pele, assim como os nervos, que infor-
mam o organismo sobre a sua interacao
com o ambiente. A interface entre a
epiderme e a derme normalmente niao é
plana e sim papilar, aumentando a super-
ficie de contato e permitindo que a pele se
estique sem se romper. Dentro da derme
encontram-se também as estruturas que
sao derivadas da epiderme, como pélos,
glandulas sudoriparas e sebdceas. Embai-
xo da derme encontra-se a hipoderme, a
camada frouxa de tecido conjuntivo que
une a pele aos 6rgdos subjacentes. Ela
permite, por exemplo, que a pele deslize
sobre os musculos.

As lesoes extensas de pele e mucosas
sao seguidas de distirbios graves,
freqiientemente fatais, e requerem inter-
vencao urgente visando a restituicao da
sua integridade. O caso de queimaduras
graves, tanto térmicas quanto quimicas, é
um exemplo tipico e frequente dessas
lesdes. Quando as queimaduras sao de
primeiro ou segundo grau, so-
mente as camadas superficiais sao
atingidas. Os restos de células
epidérmicas sobre a membrana
basal, ou as estruturas derivadas
da epiderme que se encontram
no interior da derme (por exem-
plo os bulbos capilares), podem
garantir a regeneracao cutanea. A
conduta médica, nesse caso, diri-
ge-se essencialmente para o ali-
vio da dor, garantia do equilibrio
de liquidos biolégicos, protecio
da drea queimada contra a infec-
¢ao e o atrito fisico. A dificuldade
dessa tarefa é proporcional 2 ex-
tensao das lesdes. As queimadu-
ras mais graves, que destroem a
epiderme, a derme e os tecidos
subcutaneos representam um pro-
blema muito mais complexo, ja
que a regeneracio espontanea da pele nao
é mais possivel. O tecido conjuntivo
subjacente envolve-se numa reacio exa-
cerbada de reparo, conhecida como
“granulacao”, cuja retracao e fibrose pro-
gressiva causam extensas cicatrizes
desfigurantes que, freqlientemente, imo-
bilizam os movimentos das articulagcoes.
Nesse caso, a Gnica soluc¢do € a substitui-
cao da pele nas regides queimadas por
pele transplantada. Curiosamente, o trans-
plante da pele heteréloga (de um outro
individuo) é muito mais complexo do que
o transplante de 6rgios internos. Como a
pele representa a interface do organismo
com o mundo externo, as células
especializadas que nela se alojam sao
extremamente competentes em induzir
uma resposta imune de defesa e de rejei-
¢ao a qualquer tecido estrangeiro. O en-

xerto da pele de outro individuo (com
excec¢do de irmao gémeo) € sempre rejei-
tado, mesmo na presenca de tratamento
imunossupressor. Portanto, a Gnica solu-
¢do € o transplante autélogo da pele (do
proprio paciente). Quando a lesao € pe-
quena, isso € possivel, mas quando a
superficie queimada é grande, muitas ve-
zes nlo existe drea doadora adequada. A
solucio, nesse caso, é recorrer 2a
biotecnologia de manipulacio in vitro de
células do paciente, visando gerar uma
protese celular viva, que propiciard a rege-
neracdo de tecidos cutaneos destruidos.
A tecnologia do cultivo de células
humanas esta hoje suficientemente apri-
morada para obter uma grande massa
celular a partir de material inicial exiguo.
Por exemplo, a partir de 0,5 a 2 cm? de
pele, pode- se obter, em 20 a 30 dias uma
superficie de queratinéeitos cultivados,
que se aproxima de um metro quadrado.
Consequentemente, os ensaios de obten-

Figura 2. Preparacao de uma
prétese viva de pele.

cao de proteses vivas de pele cultivada a
partir da biépsia do préprio paciente fo-
ram feitos, as metodologias aprimoradas, e
os tratamentos usando esse tipo de proteses
estdo disponiveis no exterior e, mais re-
centemente, nos laboratérios do Programa
Avancado de Biologia Celular Aplicado a
Medicina, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro.

O preparo da protese comeca retiran-
do-se um fragmento de 1 — 2 cm de pele.
O tecido ¢ fragmentado e digerido
enzimaticamente. As c€lulas vivas obtidas
sao cultivadas em condic¢des que favoreca
o crescimento de queratindcitos, a0 mes-
mo tempo que inibem a proliferacao de

fibroblastos. Em condi¢cbes normais de
cultivo, os fibroblastos proliferam mais
rapidamente que os queratindcitos impe-
dindo a expansao dos mesmos. Ao longo
do crescimento, a cultura pode ser expan-
dida por repiques sucessivos. Apos 4 a 10
dias de cultivo em confluéncia celular,
remove-se integralmente a epiderme culti-
vada dos frascos de cultura com ajuda de
enzimas. A epiderme ¢é fixada em gaze, e
a protese pode ser transportada em gelo
para a aplicagao cirdrgica.

O cultivo e a obtencio das proteses
epidérmicas, tal como descrito, sao plena-
mente satisfatérios quando a prétese é
aplicada sobre uma camada de derme
parcialmente preservada. A membrana
basal, indispensavel para a integracao da
prétese com o tecido subjacente é produ-
zida por ambas as camadas, a epiderme e
a derme, e a sua formacao ¢é acelerada na
presenca dos dois tecidos. Na presenca da
derme, a camada epidérmica, original-
mente plana, formara a estrutura
papilar, aumentando a resistén-
cia fisica e, em um periodo rela-
tivamente curto (semanas ou pou-
COS meses), O enxerto tera as
qualidade funcionais e estéticas
equivalentes a pele original.

Esse tipo de tratamento pode
ser aplicado também em casos
nos quais a assisténcia médica
requer a ablacio de superficies
mais ou menos extensas de teci-
do cutineo. Essa ablacio pode
ser preventiva ou corretiva, como
por exemplo nos casos de nevus
gigante (sinais escuros gigantes),
onde a ablacio de tecidos anor-
mais pode prevenir uma posteri-
or deriva para o cincer de pele
grave, o melanoma. E claro que
nesses casos os resultados funci-
onais e estéticos sao igualmente impor-
tantes. De maneira semelhante, as proteses
celulares da epiderme podem ser usadas
em tratamento de manchas hipercromicas,
ou hipocrémicas como as encontradas no
vitiligo. O cultivo de epiderme do frag-
mento biopsiado inclui os queratindcitos e
os melanocitos. A cor da prétese serd
aproximadamente equivalente a2 cor do
tecido doador, ja que o equilibrio quanti-
tativo entre os dois tipos celulares e a
producao da melanina é uma propriedade
intrinseca do tecido. O procedimento nes-
se caso envolve (a) a retirada de uma
superficie pequena da pele normal do
paciente, (b) o cultivo da epiderme até a
obtencao da superficie suficiente para co-
brir as regides hipocrdmicas, (¢) a abrasao
da pele nessas regides até a retirada da
epiderme, e (d) a sua substituicio por

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento 17



epiderme cultivada, que terd a cor natural.

Infelizmente, em muitos casos, a derme
nao é preservada para receber o transplan-
te da epiderme. Além dos casos de quei-
maduras graves, que envolvem os tecidos
subcutineos, esse problema ocorre no
tratamento de lesoes cutaneas degenerativas
cronicas, como ulceracoes extensas asso-
ciadas com lesdes vasculares, que ocor-
rem, por exemplo, na diabete cronica, ou
em caso de desenvolvimento de lesoes
cancerosas profundas, que requerem a
ablacao de tecidos degenerados e
restituicao da continuidade cutanea.
A interacao da epiderme transplan-
tada com o tecido conjuntivo em
areas recém- descobertas, ou com
tecido de granulacao jovem forma-
do no lugar de queimaduras relati-
vamente recentes, € razoavel. Entre-
tanto, essa interacao é muito fraca
no tecido de granulac¢ao cronico ou
nas ulceracdes. A reconstituicao de
uma pele com as propriedade meca-
nicas adequadas & dificil e pode
levar meses ou anos. Nesses casos, a
solucao é o preparo de proteses com
a estrutura dermo-epidérmica.

A proposta mais simples € o
plaqueamento de queratindcitos so-
bre um suporte acelular orginico
biocompativel, tal como as placas de
acetato de acido hialurénico, polimeros
glicidicos, ou coldgeno, que possa ser
associado ou niao a outros componentes
da derme, como os glicosaminoglicanos,
elastina ou fibronectina. Esses substratos
oferecem um suporte fisico facilitando a
manipulacio da protese, que, nesse caso,
ndo requer o tratamento enzimatico para

remo¢ao da camada epidérmica do
substrato de cultivo. A capacidade de
adesao da protese pode ser diminuida por
modificacdes causadas pelo tratamento
enzimdtico citado. Apés o transplante, o
substrato € lentamente absorvido pelo
tecido subjacente, e o tecido cicatricial
progressivamente estabelece uma interacio
funcional com a epiderme. Uma variante
desse método € o uso de pele humana
cadavérica, acelular e tratada de maneira a
conservar a estrutura e a composicao qui-

Figura 3. Uma protese pronta para
ser aplicada em um paciente.

mica natural.

A proposta mais complexa e funcional
€ o preparo da protese dermo-epidérmica,
onde a derme também contem células do

O Programa Avancado de Biologia Celular Aplicada a Medicina (PABCAM)
foi implantado na UFRJ, com financiamento especifico da PETROBRAS, tendo
como objetivo promover prestacao de servicos, desenvolvimento de novas
tecnologias e formacao de recursos humanos para assisténcia médica que
envolva emprego de conceitos e técnicas de biologia celular e molecular.
Atualmente, o PABCAM engloba o Laboratério de Transplante Autélogo de
Medula Ossea e o Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). O BCRJ é o tinico
banco de células humanas e animais da América Latina, funcionando regular-
mente desde 1989. Além da manutencio e distribuicao de linhagens celulares,
o BCRJ oferece servicos em biotecnologia de células humanas e animais, tais
como desenvolvimento e caracterizacao de linhagens celulares e hibridomas
secretores de anticorpos monoclonais, testes de citotoxicidade, identificacao de
contaminantes e descontaminacdo de linhagens celulares, pesquisa e desenvol-
vimento de novas tecnologias e formacao de recursos humanos na drea de
manipulacao in vitro de células humanas e animais.

O projeto de desenvolvimento de préteses celulares para tratamento de
lesdes cutaneas esta sendo desenvolvido no PABCAM em colaboracao com o
Servico de Cirurgia Plastica do Hospital Universitirio Clementino Fraga Filho,
da UFRJ, sob a direcio da Professora Dra. Thalita Franco, e com o Centro de
Tratamento de Queimados do Hospital da Forca Aérea do Galedo, sob a
responsabilidade do Dr. Marcos Aurélio Leiros da Silva.
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proprio paciente. Nesse caso, simultanea-
mente com o cultivo de queratindcitos,
estabelece-se uma cultura de fibroblastos.
Apos expansio, os fibroblastos sao inocu-
lados no interior de um gel de coligeno,
formando uma estrutura tridimensional
equivalente 2 derme. Tendo estabelecido
essa camada, os queratinécitos sio
plaqueados na sua superficie, constituindo
em poucos dias uma protese viva, equiva-
lente a um fragmento de pele. Como a
camada de fibroblastos pode ter a espessu-
ra desejada, essa prétese pode ser
usada para restituir o volume dos
tecidos queimados ou retirados ci-
rurgicamente. Apos o transplante,
os fibroblastos secretam a nova
matriz funcional, a camada de
coldgeno ¢é vascularizada, restabe-
lecendo a circulagio sanguinea e
linfatica. Os resultados desse trata-
mento sao amplamente satisfatorios,
tanto do ponto de vista funcional
quanto estético.

Os grandes centros médicos eu-
ropeus e norte-americanos ja utili-
zam rotineiramente a técnica de
proteses dermo-epidérmicas. Em
nossos laboratérios, a utilizacao des-
sas proteses mais complexas estd
ainda na fase de experimentacio
laboratorial. Em termos gerais, uma
das limitacoes do uso de proteses celulares
de pele é o seu alto custo, e o tempo
necessario para a obtencio da prétese de
superficie extensa (2 a 3 semanas). No caso
de queimados, o paciente requer uma
assisténcia médica intensiva durante esse
tempo. A outra é a complexidade
metodoloégica da producio das proteses
vivas.

Os aparelhos modernos de
monitoramento e andlise de imagens médi-
cas ou de analises clinicas moleculares sao
susceptiveis de automacao. Caros no mo-
mento do investimento inicial, a sua mani-
pulacio é do dominio de um especialista
geral em mecinica e eletrdnica modernas,
sendo a possibilidade do uso desses apare-
lhos quase imediata. A manipulacio de
células humanas in vitro e o preparo de
proteses celulares requer uma competén-
cia pessoal de biotecnélogos que domi-
nem plenamente a biologia celular e a
tecnologia do manuseio 7 vitro de células
vivas. A manipulacio € extensa e comple-
xa, e deve ser feita em condi¢coes de
trabalho extremamente rigorosas, ji que o
produto final serd introduzido e incorpora-
do no corpo humano. Essa competéncia é
fruto de um aprendizado necessariamente
longo. Sem um esfor¢o adequado na for-
macio de recursos humanos nessa especi-
alidade, os progressos serao lentos. f‘



