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MODELO DE PELE HUMANA (DERME + EPIDERME) RECONSTRUIDA IN
VITRO

A obtenc¢do de uma pele humana que apresente derme e epiderme, reconstruida a partir de
células isoladas de pacientes, possibilita a realizacdo de enxertos autélogos de pele
reconstruida em laboratério (in vitro) em pacientes com areas doadoras escassas além de

permitir ensaios com substincias quimicas e drogas in vifro € ndo mais in vivo.

A partir da cultura de fibroblastos humanos, € possivel obter um ndmero suficiente de
células que podem ser injetadas em uma matriz de coldgeno bovino tipo I que, mantida
imersa em meio de cultura, especifico para fibroblastos, permite a formacdao de uma derme
humana reconstruida in vitro. Sobre essa derme, através de cultura de queratindcitos e
melandcitos humanos, forma-se uma epiderme diferenciada levando a formacdo de uma

pele humana reconstruida in vitro, constituida de derme e epiderme associadas.

Essa pele humana formada €, histologicamente, semelhante a pele humana in vivo. Na
derme, identifica-se o tecido coldgeno, com suas células, e a matriz extracelular

organizados paralelamente a epiderme. Esta se desenvolve em vérias camadas.

N3ao ha distin¢do entre derme e epiderme no experimento controle, onde nado foi utilizado o

coldgeno bovino tipo 1.

Palavras-chave: Cultura de células; Coldgeno; Fibroblastos; Pele humana reconstruida;

Queratindcitos; Substitutos de pele.
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MODEL OF HUMAN SKIN (DERMIS + EPIDERMIS) RECONSTRUCTED
IN VITRO

The technique to obtain human skin presenting dermis and epidermis reconstructed from
cells isolated from patients allows the performance of autologous grafts of skin
reconstructed in laboratory (in vitro) on patients with scarce donor sites, in addition to

permitting trials with chemical substances and drugs no more in vivo, but in vitro.

It is possible to obtain a sufficient number of cells from human fibroblast culture that can
be injected in bovine collagen type I matrix and kept submerged in a specific culture
medium for fibroblasts. This will permit the formation of human dermis reconstructed in
vitro. On this dermis, through culture of human keratinocytes and melanocytes, a
differentiated epidermis is formed, leading to the creation of human skin reconstructed in

vitro, composed of associated dermis and epidermis.

This human skin is histologically formed in the same way as human skin in vivo. Collagen
tissue can be identified in the dermis, with its cells and extracellular matrix organized in

parallel to the epidermis, which is developed in several layers.

There is no distinction between dermis and epidermis in the control experiment where no

bovine collagen type I was used.

Key words: Cell culture; Collagen; Fibroblasts; Reconstructed human skin; Keratinocytes;

Skin substitutes.

Abstract
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A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, com dimensdes que variam, no
adulto, de 1,5 a 2,0 m’ e peso que oscila entre 8,0 e 10,0 Kg. Tem cerca de 1,0 X 10"
células de origem epitelial, mesenquimatosa e neural. E composta por trés camadas
distintas: a tela subcutinea, a derme e a epiderme (BORANIC et al., 1999;
STERNBERG, 1997).

A derme é composta por uma densa malha de fibras coldgenas e elésticas
(matriz extracelular), produzidas pelos fibroblastos cutineos, cujas caracteristicas e
distribuicdo garantem-lhe a consisténcia fisica (textura e elasticidade) (HUANG et al.,
1998). A epiderme contém, junto a camada germinativa (“‘camada basal”), os
queratindcitos, que garantem a sua renovacgdo, e os melandcitos, células responsaveis pela
pigmentacdo da pele, os quais sintetizam a melanina, que € progressivamente transferida
aos queratindcitos (WATT, 1988). Durante a diferenciacao epidérmica, os queratindcitos
sofrem modificagdes morfoldgicas e bioldgicas. A partir da camada basal, eles movem-se
através das camadas espinhosa e granulosa e fixam-se na camada mais superficial (cérnea),
constituindo entdo estruturas multilamelares de cornedcitos anucleados, circundados por
lipideos extracelulares (TAUBE et al., 2000; BORANIC et al., 1999; WATT, 1988;
ECKERT et al., 1997).

Quanto a fungdo, a derme, com seus componentes mesenquimais, fornece o
suporte mecanico, rigidez e espessura da pele. Tem ainda células dendriticas e macrofagos,
com fungdes imunoldgicas. Os mastdcitos reagem a estimulos inflamatdrios e participam da
cicatrizagdo de feridas. Os vasos sanguineos dérmicos, além de fornecerem nutrientes para
a pele, estdo envolvidos na termorregulacao, funcdo que € compartilhada com as glandulas
sudoriparas. Pequenos e grandes plexos nervosos participam da inervacido de diferentes
o0rgdos cutaneos que sdo responsdveis pela deteccdo de dor, pressdo e variagdes de
temperatura. J4 a epiderme serve como barreira mecénica contra agentes externos. As
células de Langerhans apresentam funcdo imunoldgica reconhecendo antigenos e os
apresentando aos linfécitos T. Os melandcitos, através da producdo da melanina, sdao
protetores naturais contra os efeitos nocivos da luz ultravioleta. Os queratindcitos sio
responsaveis pelo processo de queratinizacgio; a formagdo de filamentos de queratina, em
associacdo com desmossomos, hemidesmossomos € a membrana basal possibilitam a

integridade estrutural da epiderme (URMACHER, 1997).

Introdugdo
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Quando lesada, a pele se repara através da proliferacdo e crescimento das
células da derme (fibroblastos e outras células estromatosas) e/ou epiderme

(queratindcitos e melandcitos) remanescentes (JANSSON et. al., 2001).

Em lesdes extensas e profundas da pele e mucosas pode ocorrer destrui¢do da
derme e dos elementos epidérmicos, resultando num processo de reparo lento e sujeito a
complicacOes. Nestes casos podem ser utilizados transplantes autdlogos de pele, mas seu
uso é limitado pelo tamanho da area doadora e pelas condi¢des clinicas do paciente.
Alotransplantes de caddveres ou voluntdrios sdo rejeitados apds 1 ou 2 semanas e fornecem
somente cobertura tempordria. Enxertos de pele humana ou animal, desvitalizados,
liofilizados ou refrigerados em glicerol acomodam o tecido conjuntivo e estimulam o
crescimento de vasos sanguineos, mas, em geral, sdo degradados precocemente

(BORANIC et al., 1999).

Visando solucionar o problema da necessidade de grande quantidade de pele
para enxertia em casos de queimaduras e ulceras cronicas de pele, com areas doadoras
escassas, Inicialmente foi tentada a utilizacdo de células cultivadas in vitro, autélogas
(BOSS et al., 2000; TERSKIKH et al., 1999) ou nao (BOLIVAR-FLORES et al., 1999), de
forma isolada, sobre essas dreas. Foram desenvolvidos modelos de epiderme humana
reconstruida in vitro (REGNIER et al, 1998; PRUNIERAS et al., 1983), mas a utilizagdo
clinica de alguns desses modelos obteve sucesso parcial, em grande parte devido a
problemas de retracio do enxerto, decorrentes da falta de um leito dérmico
(tecido conjuntivo) adequado (EL-SHEEMY et al., 2001) ou da espessura fina do enxerto
(CARSIN et al., 2000). Mais recentemente, tem sido estudado o uso de células cultivadas in
vitro associadas a meios de aderéncia (fixacdo) na pele (HORCH et al., 2001; HORCH
et al,, 1998; RONFARD et al., 1991) e o uso de substitutos ou equivalentes dérmicos,
contendo coldgeno, associados a células autélogas cultivadas in vitro, com melhores

resultados (JANSSON et al., 2001; KREMER et al., 2000; KIM et al., 1999).

A obtencdo de uma pele contendo derme e epiderme associadas, reconstruida
com células obtidas a partir de um pequeno fragmento de pele e multiplicadas em
laboratdrio, e que possa ser utilizada como enxerto, ainda € um objeto de investigacdo. A

utilizacdo de matrizes acelulares ou matrizes contendo coldgeno para crescimento
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simultdneo de células dérmicas e epidérmicas tem mostrado resultados promissores
(HOELLER et al., 2001; AUGER et al., 1998; ARCHAMBAULT et al., 1995). O tecido
coldgeno empregado como matriz para crescimento em cultura (in vitro) de fibroblastos
fornece um equivalente dérmico com caracteristicas muito semelhantes aquelas encontradas
na derme humana, com boas perspectivas de aplicacdo clinica (VAISSIERE et al., 2000;
BOYCE, 1998).

Observam-se, na revisao de literatura, diferentes estudos com a constante
preocupacao, nao s6 de descreverem técnicas para se obter equivalentes de pele contendo
elementos dérmicos e epidérmicos associados, mas também de demonstrarem a viabilidade
clinica desses substitutos. Com a finalidade de correlacionar um modelo de pele e sua

utilizagdo clinica, as técnicas para obteng¢ao in vitro devem ser padronizadas.

A grande quantidade de substitutos de pele que surgiu nos ultimos dez anos
forneceu uma ampla variedade de tratamentos a disposi¢do de médicos e pacientes. Muitos
deles apresentaram resultados clinicos insatisfatérios, o que acabou por torni-los de uso
limitado. Na revisao da literatura, ndo se observou comparagdao dos métodos apresentados

com estudos controle.

Estudos tém demonstrado que a cultura simultinea de queratindcitos e
fibroblastos é uma abordagem mais adequada para reproduzir as caracteristicas da pele
humana in vivo do que monoculturas dessas células (AUGER et al., 1998; MOLL et al.,
1998; COULOMB et al., 1989).

Para se comparar modelos de pele obtidos in vitro com a pele humana in vivo,
lanca-se mao de estudos histoldgicos, com técnicas de coloracido especificas. A coloragdo
por hematoxilina-eosina (HE) cora as células epidérmicas em vermelho, com nicleos em
roxo, a camada cérnea em vermelho vivo e as células dérmicas em roxo. A coloragdo por
tricromio de Masson cora o coligeno e o muco em azul e outras estruturas
(citoplasma, queratina, fibras musculares e intercelulares) em vermelho, enquanto a
coloragdo por acido periddico-reagente de Schiff (PAS), cora carboidratos (glicogénio) e a
membrana basal em vermelho magenta e nicleos em azul escuro. A coloragdo de
Weigert-Van Gieson cora fibras eldsticas em vermelho-purpura. O método de
Fontana-Masson cora granulos argentafins (melanina) em preto e o azul da Prussia cora

granulos de hemossiderina (depésitos de ferro) em azul (BANCROFT e GAMBLE, 2002).
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No presente estudo é apresentado um modelo de pele humana reconstruida in
vitro, composta de derme e epiderme associadas, utilizando-se uma matriz bioldgica de
coldgeno bovino tipo I e um experimento controle, sem a utilizacdo de nenhum tipo de
matriz biolégica. Sdo relatados os resultados com experimentos utilizando outros tipos de
matrizes bioldgicas: matriz organica de osso bovino liofilizado esponjoso, membrana

bioldgica de pericardio bovino e coldgeno bovino tipo I em granulos.
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2.1- Objetivo geral

Apresentar uma técnica reprodutivel (modelo) para obten¢do de pele humana
reconstruida in vitro, contendo derme e epiderme associadas, baseada no crescimento de
fibroblastos no interior de uma matriz biolégica, e no crescimento seqiiencial de
queratindcitos e melandcitos sobre essa matriz com fibroblastos cultivados em seu interior.
Avaliar a semelhanga dessa pele humana reconstruida in vitro com o experimento controle,

realizado sem a utilizacdo de matriz bioldgica.

2.2- Objetivos especificos
Responder as seguintes questdes:

E possivel obter uma pele humana reconstruida in vitro, contendo derme e

epiderme associadas, utilizando diferentes tipos de matrizes bioldgicas ?

e E possivel obter uma pele humana reconstruida in vitro, contendo derme e

epiderme associadas, sem a utilizacdo de nenhum tipo de matriz biolégica ?

e Qual(is) o(s) melhor(es) tipo(s) de matriz(es) para obtencdo de uma derme

humana reconstruida in vitro, entre as utilizadas neste estudo ?

e Ha semelhanca (compatibilidade) entre a pele humana reconstruida in vitro

obtida com a pele humana in vivo?

¢ Qual o tempo necesdrio para se obter uma pele humana reconstruida in vitro

e em quais dimensdes?

Objetivos
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Desde o inicio da histéria da civilizagdo ha relatos de tentativas para se curar
feridas abertas na pele. O homem de Neanderthal da regido do Iraque ji tratava de
queimaduras com extratos de plantas, cerca de 60.000 anos a.C. (SCARBOROUGH, 1983).
Os egipcios fizeram uso de encantamentos e de uma mistura de latex, leite de cabra e leite
humano. Nos papiros Smith, que datam de 1.500 anos a.C., hé relatos de misturas de varios
tipos de cascas de limao molhadas em preparacdes oleosas. Os chineses, entre o sexto e
quinto séculos a.C., usaram tinturas e extratos feitos de folhas de chi. Na velha Roma,
foram utilizados estranhos métodos, entre os quais um, descrito por Celsus, que consistia
em uma mistura de mel e farelo e, mais tarde, cortica e cinzas; Plinio acreditava que era
melhor deixar as queimaduras expostas ao ar do que cobri-las com pomadas, e Galeno
sugeriu 0 uso de vinagre ou vinho. No século IX, Rhases, um famoso médico &rabe,
recomendou o uso de dgua fria para o alivio da dor (ARTZ, 1980). Ambroise Paré
(1517-1590) recomendava o uso de diversos tipos de pomadas, conforme relatado em um
dos primeiros livros dirigidos as queimaduras, publicado por William Clowes, de Londres,
em 1596, e, depois, por Vander Elst, em 1964 (VANDER ELST, 1964). O uso de curativos
feitos de algodao e 1a foi descrito por Syme, em 1827. Muitos medicamentos locais foram
usados em feridas no inicio do século XX. Edward Clark Davidson (1894-1933) iniciou o
uso de spray de acido tanico em 1925; ele acreditava que esta técnica diminuia a perda de
liquidos, aliviava a dor e produzia uma cicatriz mais limpa. Em 1944, apos ser constatado
que o 4cido tanico era toxico para o figado, seu uso foi abandonado (ARTZ, 1980).
Aldridge, em 1933, sugeriu o uso de violeta de genciana como agente esclerosante, sendo
posteriormente adicionado nitrato de prata a cinco por cento como um esclerosante
adicional. Em Chicago, em 1942, Harvey Allen popularizou o uso de gaze petrolada nos
curativos, combinada a imobilizacdo (ALLEN e KOCH, 1942). Na Gra-Bretanha, em 1949,
Wallace, de Edinburgh, reintroduziu o método aberto para o tratamento de queimaduras
(WALLACE, 1949). Douglas Lindsey, apds a Guerra da Coréia, baseado em estudos de
Liedberg, Ress e Artz, que relatavam infecgdes locais e septicemia por estafilococos em
queimaduras, julgou que um dos melhores agentes antibacterianos locais nas feridas fosse o
Sulfamylon. Charles Fox, de New York, em 1967, combinou a sulfa e a prata em um
composto conhecido como sulfadiazina de prata, que é largamente utilizado até os dias

atuais (ARTZ, 1980; SILVA, 1992).
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Considera-se que Tilemaker, da India, tenha sido o primeiro a relatar enxertos
de pele. Gaspare Taglicozzi (1546-1599) fez alguns enxertos em narizes. Hoffacker, no
século XVIII, reimplantou 16 narizes. Bunger, em 1823, colocou retalhos da coxa no nariz,
e Mason, em Boston, fez o mesmo em 1843. O primeiro enxerto de epiderme foi feito por
Reverdin, cirurgido suico, em 1869, que relatou a transferéncia de dois pequenos pedacos
de epiderme em um paciente que havia perdido a pele do polegar. Em 1872, Ollier relatou
sucesso com pec¢as maiores € mais grossas de pele. Thiersch, em 1874, descreveu o uso de
pecas mais profundas da pele, contendo derme. Na Escdcia, em Glasgow, em 1875, Wolfe
relatou a reparacdo de um defeito na pdlpebra inferior com um retalho livre de espessura
total, proveniente do braco. Em 1914, John Staige Davis descreveu um enxerto de pele fina
com uma area central de espessura total, que ficou conhecido como enxerto em tenda de
campanha e foi o principal método de cobertura para queimaduras de espessura total até
1930. A partir dai, grandes enxertos em folha, de espessura parcial, passaram a serem
retirados, manualmente, por indmeros cirurgides, que aprenderam a manusear uma lamina
longa e fina, chamada ladmina de Ferris; na Inglaterra, uma lamina semelhante, com um
cilindro na frente, passou a ser utilizada (I1dmina de Humby), e seu uso foi popularizado por
Blair e Brown, nos Estados unidos da América. Em 1939, o popular dermitomo do tipo
tambor foi desenvolvido por Padgett e Hood, na Universidade do Kansas, o que permitiu a
Harry M. Brown conceber o dermétomo elétrico, durante a segunda guerra mundial. Com o
dermétomo elétrico, fragmentos extensos de pele passaram a serem obtidos de maneira facil
e rapida para enxertia. Hargest modificou o motor elétrico de Brown, em 1965,
substituindo-o por um motor movido a ar, aumentando a velocidade da lamina e

possibilitando cortes mais suaves (ARTZ, 1980).

Segundo VON MANGOLDT' (1895), transplantes de células epiteliais, em
matrizes apropriadas, demonstraram serem efetivos na cobertura de ulceracdes de pele

antes mesmo de 1895.

' VON MANGOLDT F. apud HORCH R. E.; BANNASCH H.; KOPP J.; ANDREE C.; STARK G. B.
Single-cell suspensions of cultured human keratinocytes in fibrin-glue reconstitute the epidermis. Cell

Transplantation, 7(3): 309-17, 1998.
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CARREL’ (1910), demonstrou que enxertos de pele em dreas com perda de
pele, realizados precocemente, representavam um meio efetivo na reducdo da contragdo
cicatricial do ferimento, mas forneciam resultados varidveis dependendo da espessura e do
local de origem desses enxertos.

Na segunda metade do século XX, além do grande desenvolvimento de
curativos e de técnicas cirdrgicas que passaram a possibilitar a realizacdo de enxertos de
pele de forma mais segura e eficaz, desenvolveu-se, de forma espetacular, o interesse pela
engenharia de tecidos. A bioengenharia integra a Fisica, a Quimica e a Matematica com
principios de engenharia, direcionando-as para o estudo da Biologia, Medicina,
Odontologia e Saude de uma forma geral; ela aperfeicoa conceitos fundamentais, traduz
conceitos do nivel molecular para o orgénico, e desenvolve e fabrica inovacoes bioldgicas,
aperfeicoando biomateriais, processos, implantes médicos e dentdrios para promover a
saude, prevenir doengas, criar e aperfeicoar diagndsticos e tratamentos para melhorar a
saude de todas as pessoas (SLAVKIN et al., 1999).

Aos poucos, com o desenvolvimento da biologia molecular e da engenharia de
tecidos foi sendo observado que, para se obter tecidos complexos em laboratério, era
necessdrio reproduzir in vitro condi¢des encontradas in vivo. A primeira descricdo de
cultura de queratindcitos foi feita por BILLINGHAM e REYNOLDS® (1952). Em 1975,
PRUNIERAS (1975) publicou trabalho sobre técnicas de culturas de células de pele. Ainda
em 1975, RHEINWALD e GREEN (1975) publicaram um dos primeiros trabalhos
descrevendo uma técnica de cultura de queratindcitos levando a formagdo de um
equivalente epidérmico rudimentar (queratindcitos em multiplas camadas, com presenca de
queratinizagdo discreta nas camadas superficiais). GREEN et al. (1979) levantaram a
possibilidade do uso desse equivalente epidérmico obtido em laboratério a partir da cultura

de queratindcitos isolados como enxerto in vivo.

> CARREL A. apud EL-SHEEMY M. A.; MUIR L. F.; WHEATLEY D. N.; EREMIN O. Inhibition of the
contraction of collagen gels by extracts from human dermis. Cell Biol Internat, 25(7): 635-42, 2001.

P BILLINGHAM R. E.; REYNOLDS J. apud HERSON M. R.; MATHOR M. B.; ALTRAN S.; CAPELOZI
V. L.; FERREIRA M. C. In vitro construction of a potential skin substitute trough direct human keratinocyte
plating onto decellularized glycerol-preserved allodermis. Artif Organs, 25(11): 901-6, 2001.
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O primeiro método laboratorial que sugeriu recombinar elementos dérmicos e
epidérmicos in vitro foi descrito por FREEMAN et al. (1976). Nesse método, pequenas
amostras de pele humana eram cultivadas sobre pedacos de pele porcina morta. Esses
pedacos de pele de porco eram retirados como enxertos finos de pele com um dermatomo
elétrico e, entdo, esterilizados por exposi¢do a raios gama. Para iniciar uma cultura, uma
amostra de pele porcina morta era cortada com uma tesoura e colocada sobre uma grelha
metélica, com a epiderme voltada para baixo, de tal forma que a derme profunda (reticular)
ficava exposta. Sobre essa derme, eram colocados pedagos de pele humana (enxertos finos)
“viva”, de aproximadamente 2,0 X 2,0 mm. As grelhas contendo a pele porcina morta com
as amostras de pele humana sobre elas eram entdo colocadas em placas de Petri, com meio
de cultura para crescimento celular suficiente para cobrir todas as grelhas e embeber a pele
porcina, mantendo o sistema em interface ar-liquido. Com isso, as células epidérmicas
humanas iniciavam seu crescimento ao redor das amostras de pele humana. Apds cerca de 2
a 3 semanas, essas células epidérmicas cobriam totalmente a pele (derme) porcina morta e a
pele humana inicialmente colocada sobre a pele porcina se destacava. Fibroblastos ndo se

desenvolviam nesse tipo de cultura celular.

O sistema demonstrado por FREEMAN et al. (1976), embora bastante
interessante, foi bastante criticado, uma vez que as células epidérmicas in vivo ndo crescem
sobre a derme reticular (profunda) e ndo sofrem maturacdo (presenca intracelular de

granulos de glicogénio) sem contato com a membrana basal.

Baseado nisso, REGNIER et al. (1981), modificaram e aperfeicoaram o
trabalho de FREEMAN et al. (1976), realizando culturas de queratindcitos humanos sobre
uma derme porcina morta em que era mantida a lamina basal. O cultivo, portanto, era
realizado sobre a membrana basal presente na derme lamelar, simulando condi¢des bem
mais préximas aquelas encontradas in vivo. Com esse trabalho, REGNIER et al. (1981)
conseguiram obter uma epiderme humana reconstruida in vitro com vérias camadas,
incluindo a camada coérnea, e demonstraram a presenca intracelular de glicogénio em
queratindcitos nas camadas epidérmicas intermedidrias (camadas espinhosa e granulosa).
Demonstraram, também, que era fundamental manter as células em uma interface

ar-liquido para que a sintese de queratinas fosse possivel.
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PRUNIERAS et al. (1983) descreveram um método de cultivo de queratindcitos
humanos in vitro, expondo as células epidérmicas a uma interface ar-liquido, sobre um
substituto dérmico que consideraram mais fisioldgico que a derme lamelar de porcos. O
substituto escolhido foi uma derme humana morta desepidermizada (DED). Para a obtencao
dessa DED, pequenos fragmentos de pele humana, retirados como enxertos finos de pele,
eram colocados em soro fetal bovino por cerca de 10 dias e, entdo, com o uso de uma

pequena espatula, a epiderme era raspada mecanicamente e totalmente separada da derme.

A DED era entdo colocada sobre grelhas metélicas e, sobre ela eram colocadas
células epidérmicas (queratindcitos) em suspensdo, previamente cultivadas, e o sistema era
mantido em interface ar-liquido, como descrito no método descrito por FREEMAN et al.
(1976). Assim, sobre essa DED, foi possivel desenvolver uma epiderme humana
perfeitamente diferenciada, com maturagdo celular (granulos intracelulares de glicogénio),
hemidesmossomos e filamentos extracelulares de adesdo (“‘gap junctions”), ao contrdrio do

observado no método de FREEMAN et al. (1976).

PRUNIERAS et al. (1983) relataram a importincia da adi¢do de célcio aos
meios de cultura, na concentracdo de 1.5 mM, para que ocorresse a formagdo de uma
epiderme completamente diferenciada (multiplas camadas). Mais tarde, estudos
desenvolvidos por BESSOU et al. (1995) e HOELLER et al. (2001) reforcaram a
importancia da presenga de fons cdlcio nos meios de cultura para a formacdo da epiderme,
além da exposicdo dessa epiderme ao ar (interface ar-liquido) durante a génese tecidual,
para que ocorresse a formacdo da camada cérnea. SUPP et al. (1999) demonstraram que a
restaurac@o funcional da epiderme in vitro (queratinizag¢do, fornecendo funciao de barreira
mecanica) é estimulada por exposi¢do tecidual ao ar (interface ar-liquido), com incubagdo

em condic¢des de baixa umidade.

BESSOU et al. (1995) demonstraram a possibilidade de se obter uma epiderme
humana reconstruida ex vivo, com queratindcitos e melandcitos, que colocados sobre uma
DED (similar ao demonstrado por PRUNIERAS et al., 1983), com uma razao de 1:20 entre
melandcitos e queratindcitos, formavam uma epiderme bem diferenciada, com melandcitos
normais, que mantinham seu potencial de produzir melanina sob estimulacdo de radiagao

UVB.
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REGNIER et al. (1997) introduziram células de Langerhans no modelo
proposto por BESSOU et al. (1995), durante a formacao da epiderme, obtendo, assim, uma
epiderme humana reconstruida in vitro com funcao imunitaria. Essas células de Langerhans
foram obtidas através do isolamento de células progenitoras hematopoiéticas de sangue de
cordao umbilical, que depois eram induzidas a se diferenciarem em células dendriticas
(Langerhans) por fator estimulante de colonias de macréfagos (GM-CSF) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a). Modelos de epiderme humana reconstruida in vitro contendo células
de Langerhans também podem ser obtidos isolando-se essas células a partir de sangue

periférico, conforme demonstraram REGNIER et al. (1998).

BOLIVAR-FLORES e KURI-HARCUCH (1999) obtiveram sucesso ao
tratarem dez pacientes portadores de ulceracdes cronicas de pele em membros inferiores,
decorrentes de estase venosa ou diabete, com células epidérmicas humanas alogénicas
congeladas, provenientes de culturas celulares. Segundo TERSKIKH e VASILIEV (1999),
em muitos casos, aloenxertos de queratindcitos provenientes de culturas celulares
promovem o fechamento de ulceracdes de pele através de estimulacdo da epitelizacdo

autogena no leito da ferida pelas células alégenas.

RONFARD et al. (1991) utilizaram cola de fibrina como suporte bioldgico para
enxerto de queratindcitos em 2 pacientes vitimas de queimaduras, resultando em
epitelizacdo das dreas afetadas, com formacdo de epidermes estratificadas e bem
diferenciadas. HORCH et al. (1998), utilizando uma malha de cola de fibrina com
queratindcitos humanos cultivados em seu interior, compararam, em ratos, a integracdo e
qualidade desse substituto de pele com enxertos de pele humana convencionais,
demonstrando uma epitelizacdo mais rdpida do que com o uso de enxertos convencionais e
com mesmo indice de contracdo do leito receptor. HORCH et al. (2001) aplicaram
queratindcitos suspensos em cola de fibrina (Tisseel®) sobre tulceras cronicas de pele em
dez pacientes, obtendo fechamento completo ou préximo disso em praticamente todos.
RONFARD et al. (2000) demonstraram que uma epiderme reconstruida a partir de células
autélogas (queratindcitos) associadas a uma matriz de fibrina tem a capacidade de se

renovar € s€ auto—reparar por anos.
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O conceito de uma derme artificial foi introduzido por YANNAS et al. (1977),
que idealizaram uma pele artificial de estrutura bilaminar, composta por um filme de
silicone denso e por uma esponja porosa de coldgeno contendo condroitina-sulfato. O uso
dessa pele artificial para aplicacdo clinica em defeitos de pele (feridas) foi inicialmente
desenvolvido por YANNAS e BURKE (1980), YANNAS et al. (1980), DAGALAKIS
et al. (1980) e por BURKE et al. (1981). Foi observado que a membrana densa de silicone
agia como um obstédculo, prevenindo infec¢des bacterianas e controlando a perda de fluidos
corporais, € que a esponja de coldgeno e condroitina-sulfato era biodegradédvel e permitia o
influxo de fibroblastos dérmicos a partir do leito da ferida (BURKE, 1983).

LEE et al. (2001), em um importante trabalho de revisdo, discutiram as
aplicacdes biomédicas do coldgeno, lembrando a possibilidade de seu uso como lentes
oftalmoldgicas de protecdo (KAUFMAN et al.,, 1994), esponjas para cobertura de
queimaduras / ferimentos (RAO, 1995), confeccdo de placas para conteng¢do protéica
(LUCAS et al., 1989), gel combinado com lipossomas para envoltério de medicamentos
(FONSECA et al., 1996), meio fisico de contencdo de material para aplicacao transdérmica
(THACHARODI e RAO, 1996), e como nanoparticulas para transferéncia de genes
(ROSSLER et al., 1995). Revisaram ainda a utilizacdo do coldgeno como sutura cirdrgica
(MILLER et al., 1964), como agente hemostitico (CAMERON, 1978; BROWDER e
LITWIN, 1986), e como material para reconstrugdo tecidual, incluindo matrizes basicas de
coldgeno para cultura de células (KEMP, 2000) e alternativas / substitutos para vasos e
valvulas sanguineos artificiais (CHVAPIL et al., 1993; AUGER et al., 1998; HUYNH
et al., 1999).

Conforme relatado por JEROME & RAMSHAW (1992); RAO (1995); FRIESS
(1998); FUJIOKA et al. (1998), entre as vantagens do uso do coldgeno como biomaterial
encontram-se:

e Estar disponivel em abundancia na natureza e ser facilmente purificado de

organismos vivos;

e Ter baixa antigenicidade;

e Ser biodegraddvel e bioabsorvivel;
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Nao ser téxico e ser biocompativel;

Ter atividade sinérgica com componentes bioativos;

Possuir propriedade hemostatica (promove coagulagcdo sanguinea);

Pode ser fisicamente formulado de diversas maneiras;

Ser compativel com polimeros sintéticos.

Ainda, segundo os mesmos autores (JEROME & RAMSHAW, 1992; RAO,
1995; FRIESS, 1998; FUJIOKA et al., 1998), entre as desvantagens do uso do coldgeno

como biomaterial encontram-se:
e Alto custo do coldgeno tipo I puro;

e Grande variabilidade no tamanho das fibras e tracos de impureza em

diferentes amostras do mesmo tipo de coldgeno;
e Hidrofilicidade que resulta em rdpida degradacdo;
e Efeitos adversos, como encefalopatia bovina e mineralizacgao.

KIM et al. (1999) sintetizaram um substituto artificial de pele utilizando uma
esponja de coldgeno com duas superficies de diferentes densidades e com poros de
diferentes didmetros. Na camada mais profunda da esponja foram injetados fibroblastos e
na superficie foram semeados queratindcitos. O sistema foi entdo mantido em interface
ar-liquido e aproximadamente cinco dias apds havia cerca de 10 camadas de queratindcitos

e os fibroblastos ocuparam todo o interior da esponja de coldgeno.

KREMER et al. (2000) realizaram estudo demonstrando que um substituto
dérmico constituido de coldgeno bovino, condroitina-6-sulfato e uma membrana de silicone
manufaturada (Integra®), com queratindcitos humanos semeados em sua superficie, induziu
a formagdo de um substituto de pele que, quando enxertado em ratos, levou a formacgado de

uma epiderme perfeitamente diferenciada, com pouca contracdo do enxerto. A aplicacdo do
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Integra®, previamente 2 realizacio de um enxerto de pele autégeno, para correcdo de
contratura cervical anterior em pacientes vitimas de queimadura, induziu a formacdo de
uma neoderme, com caracteristicas histologicas e biomecénicas semelhantes as da derme
humana normal, fornecendo resultados cosméticos superiores ao uso de enxertos autélogos
isolados, segundo HUNT et al. (2000).

GALASSI et al. (2000), realizaram cultivo de fibroblastos in vitro dentro de
uma matriz dérmica composta de benzil-éster de dacido hialurdnico (HYAFF®) e,
posteriormente, enxertaram esse substituto dérmico obtido em dois pacientes (um com uma
ferida cirdrgica pos-ressecc¢do de epitelioma em escalpo e outro com uma ulcera sacral de
decubito), com formagao de nova derme e fechamento completo das feridas, no primeiro
caso apods enxertia de epiderme sobre a neoderme e no segundo caso por epitelizacio a
partir das bordas da derme neoformada.

Em ferimentos de espessura total da pele (epiderme, derme e tecido celular
subcutineo), a utilizacdo de uma membrana de coldgeno bovino tipo I (Collatemp-Fascie®)
provoca o influxo de células endoteliais € mesenquimais para dentro da membrana, de tal
forma que em 7 dias ocorre a neovascularizacdo dessa membrana e, em 42 dias estd
formada uma neoderme, com fibroblastos em toda sua espessura, conforme demonstrado
por JANSSON et al. (2001).

Enxertos finos de pele sdo vascularizados (apds a enxertia) por uma
combinacdo de processos, que incluem inoculagdo e neovascularizacdo. Inoculacdo € a
anastomose de capilares do leito da ferida do receptor aos diversos vasos terminais da
derme do enxerto, e esse € tido como o mecanismo da vascularizacdo precoce do enxerto
(YOUNG et al., 1996). A neovascularizacdo € o crescimento de novos capilares do leito da
ferida para dentro do enxerto de pele, e esse processo ocorre mais tardiamente; estudos
indicam que células endoteliais do hospedeiro (receptor) ndo aparecem nos capilares
dérmicos do enxerto antes de uma semana apds a enxertia (YOUNG et al., 1996). A
vasculariza¢do de substitutos de pele cultivados em laboratorio, quando enxertados in vivo,
ocorre somente através do processo de neovascularizacdo, e isso contribui muito para a
perda desses substitutos, uma vez que hd aumento do tempo para re-perfusdo, isquemia
mais prolongada e conseqiiente privacdo de nutrientes e oxigénio para as células enxertadas

(BOYCE et al., 1996). SUPP et al. (2000), modificaram geneticamente queratindcitos
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cultivados in vitro, através da utilizagdo de um retrovirus (citomegalovirus) que promoveu
a producgdo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) pelo acido ribonucléico
(RNAm) desses queratindcitos. O VEGF € expresso pelos queratindcitos normais durante o
fechamento de uma ferida, ao longo do periodo de neovascularizacio da pele
(FRANK et al., 1995). Como o VEGEF secretado pelos queratindcitos epidérmicos tem um
efeito mitogé€nico nas células endoteliais da microvasculatura dérmica (DETMAR et al.,
1995), a modulacdo dos niveis de VEGF na epiderme pode acelerar e potencializar a
vascularizacdo da pele. Baseados nesses conhecimentos, SUPP et al. (2000), idealizaram
um substituto dérmico composto de fibroblastos e queratindcitos modificados, capazes de
expressar VEGF, que quando enxertado em ratos atimicos, exibiu um grande nimero de
vasos dérmicos (neovascularizacdo) em curto periodo de tempo (trés dias) quando
comparado com controles com queratindcitos nao modificados geneticamente
(10 a 14 dias).

MILLER et al. (2000) demonstraram que nao se justifica a realizacdo de
culturas celulares para todos os pacientes que sdo vitimas de queimaduras nas primeiras 24
horas, devido ao seu alto custo, sendo a indicacdo desse tipo de tratamento restrita.

HOELLER et al. (2001) conseguiram obter um substituto de pele contendo
derme e epiderme associadas em 14 dias, partindo da polimeriza¢do de coldgeno liquido
com fibroblastos em seu interior e implante de foliculos pilosos na superficie desse
colageno.

O dermatan sulfato proteoglicano II (DSPG II) e sua proteina central, decorina,
presentes na derme humana, foram identificados por MUIR et al. (1997) e por STEWART
et al. (2001), como diretamente envolvidos na inibicao da proliferacdo dos fibroblastos em
ferimentos em cicatrizagdo, prevenindo, assim, a formacdo de tecidos de granulacdo ou
cicatrizes hipertréficas. EL-SHEEMY et al. (2001) demonstraram que uma matriz de
coldgeno mantida em meio de cultura, com fibroblastos humanos em seu interior, sofre uma
contragdo (causada pelo crescimento e multiplicagdo dos fibroblastos em seu interior)
acentuadamente menor quando exposta a um extrato da derme a partir da qual esses
fibroblastos foram originalmente obtidos; reforcaram, assim, a teoria de haver na prépria
derme humana substancias que regulam ndao s6 a multiplicacdo e crescimento dos

fibroblastos, mas também sua inibig¢do.
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MA et al. (2001), em trabalho utilizando fibroblastos fetais humanos,
concluiram que, em engenharia de tecidos, materiais utilizando condroitina-sulfato
associada a uma membrana de silicone densa apresentam vantagem sobre materiais
utilizando somente coldgeno quando se visa reconstrucdao de pele in vitro, uma vez que o

coldgeno sozinho permite maior contracdo de sua matriz pelos fibroblastos.

Segundo JOHNEN et al. (2001), o uso de membranas biodegradaveis é o topico
mais atual envolvendo sistemas para proliferacdo celular in vitro e a transferéncia dessas
células para um determinado ferimento; o crescimento de queratindcitos e fibroblastos in
vitro, origindrios de um mesmo espécime, apresenta vantagens para ambos 0S tipos

celulares.

Embora os mecanismos de acao de um tecido (pele) obtido por bioengenharia e
colocado sobre um ferimento nao sejam perfeitamente claros, foi levantada a hipétese de
que as células vivas dentro de substitutos artificiais de pele sejam “inteligentes” em termos
de bioengenharia. Este conceito sugere que as células sdo capazes de distinguir e se
adaptarem ao meio ambiente em que se encontram, ¢ de agirem apropriadamente em
relagdo ao reparo do tecido em que se encontram, regulando a dose e a seqiiéncia de
mediadores (interleucinas) produzidos, e o momento exato de liberacdo de citocinas e
fatores de crescimento celulares, como sugerido por trabalhos de FALANGA et al. (1998),
PHILLIPS (1998) e FALANGA (2000). FALANGA et al. (2002), utilizando um substituto
dérmico (HBSS, Organogenesis, Canton, MA, USA; licenciada pela Novartis
Pharmaceuticals, East Hanover, NJ, USA) contendo componentes dérmicos (fibroblastos)
dentro de uma membrana de coldgeno compacta sob uma epiderme corneificada,
demonstraram que um substituto dérmico contendo células vivas é capaz de expressar
respostas celulares e moleculares apos lesdes teciduais in vitro, comparaveis as respostas
observadas in vivo, e sugerem que a cicatrizacdo acelerada observada em ferimentos in
vivo, nos quais sao utilizados substitutos de pele contendo células vivas, se deva a

habilidade desses substitutos em produzir citocinas e fatores de crescimento celulares.

Ainda em 1999, RADHIKA et al., utilizando diferentes tipos de matrizes de
coldgeno bovino, demonstraram que as células (queratindcitos e fibroblastos) que foram
cultivadas no interior dessas matrizes ndo apresentavam alteracdes morfoldgicas e de suas

propriedades bioquimicas e funcionais.
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STOCK e VACANTI (2001), em um trabalho de revisdo sobre engenharia de
tecidos, confirmaram que a abordagem mais atual e com melhores perspectivas para se
obter tecidos complexos em laboratdrios € o uso de matrizes biodegraddveis para servirem
de “moldes” para direcionarem o crescimento celular. Estas matrizes sdo normalmente
preenchidas com células vivas, derivadas de bidpsias ou de células pluripotentes, que se
proliferam, organizam e produzem matrizes celular e extracelular. Durante a formacdo das
matrizes celular e extracelular pelas células, a matriz artificial inicial (“molde”) €

degradada, absorvida ou metabolizada.

PONEC et al. (2001), concluiram que para que um equivalente de pele humana

seja utilizado para propoésitos cientificos, entre os pré-requisitos basicos encontram-se:

e A formagdo, na epiderme, de um estrato corneo in vitro, constituindo uma

barreira mecanica semelhante aquela encontrada in vivo;

e A produgcdo de corpusculos lamelares de glicogénio intracelulares, que

devem estar presentes na camada granulosa da epiderme;

e Aspecto lamelar (cuticular) da epiderme.

WELSS et al. (2004), em trabalho de revisdo, relataram que o parametro mais
utilizado para se testar a toxicidade de substancias aplicadas em equivalentes de pele in
vitro é a medida da viabilidade celular e da integridade das membranas celulares.
Entretanto, observaram que o ‘“European Center for the Validation of Alternative
Methods”, 6rgao europeu responsdvel pelo desenvolvimento de novos métodos para testes
de substancias, concluiu que a citotoxicidade in vitro, isoladamente, ndo demonstra a real
toxicidade de uma substancia, e que, testes mais especificos, com dosagens de
biomarcadores (citocinas, por exemplo), devem ser realizados. Entre esses testes,
verificaram que as dosagens de interleucinas 1, 6, 8 e 10, de fator de necrose tumoral e de
metabodlitos do 4dcido aracddnico, como prostraglandinas, tromboxanos e leucotrienos,

representam excelentes opgoes.
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Segundo WELSS et al. (2004), a dermatite de contato, com manifestacdes
clinicas que variam desde eritema local até dor e edema generalizado, € um dos efeitos
adversos a exposi¢do de substancias topicas mais observados em humanos. Em virtude
disso, novos produtos quimicos, de uso topico, sdo inicialmente avaliados quanto aos seus
potenciais alergénicos, através da aplicacdo em animais. Ainda, segundo os mesmos autores
(WELSS et al., 2004), como esses testes em animais podem causar-lhes desconforto e dor,

tem sido cada vez mais freqiiente a proibicao de pesquisas envolvendo seres vivos, o que

tem estimulado muito o uso de equivalentes de pele in vitro para a realizagdo desses testes.

POUMAY et al. (2004), descreveram um método para obten¢do de uma
epiderme humana reconstruida in vitro, a partir da cultura de queratindcitos de diferentes
doadores sobre uma membrana de policarbonato, sem a presenca de substitutos e/ou
elementos dérmicos. Relataram a utilizacdo dessa epiderme, constituida somente de
queratindcitos, para estudos in vitro da toxicologia de duas substdncias, uma irritante
(benzalcdnio cloridro) e outra sensibilizante (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno). A toxicidade
dessas substancias foi medida através da viabilidade celular e da dosagem de interleucinas

1 e 8 (ELISA) apds a aplicag@o dessas substancias, na camada cérnea da epiderme.

EHRLICH (2004) relatou bons resultados no fechamento de ferimentos de pele
em ratos, utilizando uma matriz de coldgeno com fibroblastos cultivados em seu interior e
queratindcitos depositados sobre essa matriz. Concluiu haver grande facilidade na
integracdo do equivalente de pele enxertado no leito receptor em ratos, o que ndo é

observado em humanos, mas ndo conseguiu elucidar o porqué dessa diferenca.

MARGULIS et al. (2004) descreveram método para obtengdo de um
equivalente de pele que apresentou arquitetura tecidual semelhante a observada in vivo;
relataram como realizar culturas isoladas de queratindcitos e fibroblastos e como formar um
equivalente de pele a partir da cultura simultanea de fibroblastos dentro de um gel de

coldgeno e de queratindcitos sobre esse gel.

Em 2004, NAVSARIA et al. publicaram descricio de uma técnica de
reepitelizacdo completa, com formagado de foliculos pilosos, utilizada em um paciente com

queimadura de escalpo. Tal técnica baseou-se na colocacdo de uma matriz de coldgeno
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(Integra®) sobre o leito da queimadura, e posterior enxertia de foliculos pilosos sobre a
neoderme formada, 12 dias apds, utilizando-se técnica de micro-enxertos para foliculos
pilosos. A epitelizacdo completa de metade do escalpo ocorreu 28 dias apds a queimadura.
Os autores acreditam que a epitelizacdo ocorreu a partir das células pluripotentes presentes
nos foliculos pilosos, resultando em um epitélio que expressou citoqueratinas 1 e 10
(marcadores para epiderme maturada presentes em pele normal) e ndo expressou
citoqueratinas 6 e 16 (marcadores para hiperproliferacio epitelial presentes em ferimentos

mas nao na pele normal) apds 1 ano de enxertia (NAVSARIA et al., 2004).

REHDER et. al (2004) publicaram um trabalho em que descreveram técnica
para obten¢ao de uma epiderme humana reconstruida in vitro perfeitamente diferenciada, a
partir da cultura de queratindcitos e melandcitos sobre uma derme humana morta

desepidermizada.
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4- MATERIAL E METODOS
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Este trabalho de pesquisa foi realizado no Laboratério de Cultura de Células da
Pele e Epiderme Reconstruida da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual

de Campinas (FCM/UNICAMP — Campinas, Sdao Paulo, Brasil).

4.1- Coleta de material e aspectos éticos

As peles foram obtidas de pacientes submetidas a mamoplastia ou
abdominoplastia atendidas pela Disciplina de Cirurgia Plastica da FCM/UNICAMP. Este
procedimento foi aprovado e estd em conformidade com as normas do Comité de Etica da
FCM/UNICAMP e com a Declaracio de Helsinki de 1975, aperfeicoada em 1983
(item 10. ANEXO).

4.2- Preparacao das amostras de pele para culturas celulares

Os fragmentos de pele, de aproximadamente 2,0 por 1,0 cm, apds serem
coletados, foram acondicionados em frasco estéril e conservados em soro fisiolégico 0,9%

a 4°C, nio ultrapassando 12 horas até sua manipulagio.

Os fragmentos foram separados do tecido adiposo e colocados em frascos com
solucdo de Hanks (Hanks” Balanced Salt Solution (HBSS), GIBCO BRL, Grand Island,
NY, USA, cat. 14025-092) + antibidtico e antimicético (penicilina G sédica, estreptomicina
e anfotericina B — GIBCO cat. 15240-062). Cortou-se a pele em pequenos fragmentos de

1 a2 mm.

Colocaram-se os fragmentos de pele em placas de Petri com tripsina 0,25%
(Trypsin EDTA — GIBCO cat. 25200-056) e foram mantidos em incubadora, a 37°C, com

5% de tensao de CO,, por 4 horas, separando-se, entdo, a derme da epiderme.

Neutralizou-se a tripsina com soro fetal bovino (GIBCO cat. 10437-028)
(Figura 1). O sobrenadante (contendo as células dérmicas e epidérmicas) foi recuperado,

passado em filtro de nylon (Falcon) de 40 um e centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos.
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O precipitado (células) foi lavado com solu¢do de Hanks + antibidtico e

antimicético, e novamente centrifugado.

Retirou-se uma aliquota para contagem manual das células em camara de

Neubauer pelo método de exclusdo com azul de trypan (Figura 2).

Fluxo laminar Incubadora de CO»

Fragmento
de pele sa

Derme + epiderme - 37°C 4h

Tripsina (0,25%) +
EDTA (0,1%)

Separa-se a - Neutraliza-se
epiderme da derme com SFB

Figura 1 — Esquema de preparacdo das amostras de pele para culturas celulares (Parte I)

Centrifuga
Células dérmicas e Filtrar

- epidérmicas suspensas - (40um) - 4°C

em solucao de Hanks 1200 rpm
1

Queratindcitos +

melandcitos + _ Aspirar sobrenadante
‘ fibroblastos

Figura 2 - Esquema de preparacdo das amostras de pele para culturas celulares

(Parte II - continuacdo)
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4.3- Culturas celulares

Apds a contagem, as células foram distribuidas em frascos de cultura, com 1,0
X 10° células por cm? e, entdo, incubadas a 37°C, com tensdo de 5% de CO,, em meios de

crescimento especificos para cada tipo celular (queratindcitos, melandcitos e fibroblastos).

4.3.1- Cultura de queratinécitos (QUADRO 1 — Figura A)

Utilizou-se meio de cultura para queratindcitos (GIBCO cat. 10785-012),
suplementado com L-Glutamina 2 mM/ml, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml

(GIBCO cat. 10378-016) e soro fetal bovino 10% (Figura 3).

Fluxo laminar
1/3 concentrado de

queratinocitos +

melandcitos + - Frascos de cultura

fibrobl
ibroblastos DKSFM (GIBCO)
+ antibiético + SFB

Queratinécitos

Incubadora de CO,

Centrifuga 37°C
5.10°

Querati- células

L. 1200 rpm Tripsina 0,25% + EDTA .
HOCILos _ 4°C 10° - Neutralizar com SFB 21 dias

Figura 3 — Esquema de cultura de queratindcitos
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4.3.2- Cultura de melandécitos (QUADRO 1 — Figura B)

Utilizou-se meio de cultura para melanécitos MCDB 153 (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA, M-7403) suplementado com L-Glutamina 2 mM/ml, penicilina 100
Ul/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml (GIBCO cat. 10378-016), soro fetal bovino 10%, extrato
de pituitaria bovina 50 pg/ml (GIBCO cat. 13028-014), hidrocortisona 0,6 pg/ml (Sigma
H-0888) e insulina bovina 3 pug/ml (GIBCO cat. 13007-018) (Figura 4).

Fluxo laminar
1/3 concentrado de

queratinocitos +

melandcitos + - Frascos de cultura

fibroblastos MCDB 153 (Sigma)
+ antibiotico + SFB
suplementado para

melanocitos

Melandcitos

Incubadora de CO,

Centrifuga 37°C
5.10°

células
. 1200 rpm _ Tripsina 0,25% + EDTA
2L _ 4°C 10° Neutralizar com SFB

Melano-

Figura 4 — Esquema de cultura de melandcitos

Material e Métodos
46



4.3.3- Cultura de fibroblastos (Quadro 1 — Figuras C e D)

Utilizou-se meio de cultura para fibroblastos M199 (GIBCO cat. 31100-035),
suplementado com L-Glutamina 2 mM/ml, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml

e soro fetal bovino 10% (Figura 5).

Fluxo laminar
1/3 concentrado de

queratindcitos +

melanocitos + - Frascos de cultura

fibroblastos
M199 (GIBCO) Fibroblastos
+ antibiotico + SFB

Incubadora de CO,

Centrifuga RIM®
2.10°

Fibro- células .
S ' 1200 rpm - Tripsina 0,25% + EDTA 14 dias

4°C 10° Neutralizar com SFB

Figura 5§ — Esquema de cultura de fibroblastos
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Todos os meio de cultura tiveram o pH mantido ao redor de 7,8.

Os frascos foram colocados em incubadora, a 37°C, com 5% de tensdo de CO,.
Trocaram-se os meios de cultura 3 vezes por semana. Quando as células estavam

confluentes (QUADRO 1 — Figura D), realizou-se a passagem.

4.4- Passagem celular

Realizou-se a suc¢do dos meios de cultura dos frascos. Adicionou-se tripsina
0,25% (Trypsin EDTA) em cada frasco de cultura. Colocou-se em incubadora, a 37°C, com

tensdao de CO; de 5%, por 10 minutos.

A tripsina foi neutralizada com soro fetal bovino e colocou-se o liquido dos
frascos com as células em tubo conico de 50 ml (Falcon) para centrifugar por 10 minutos, a
1200 rpm. O meio foi aspirado e ressuspenderam-se as células na concentracdo desejada, ja
nos meios de cultura especificos. Colocaram-se as células nos frascos de cultura, em

incubadora, a 37°C, com tensio de CO, de 5%.

Em média, foram necessarios 14 dias para se obterem quantidades suficientes
de células (maior que 2,0 X 10°) em cada linhagem. Em cerca de 21 dias obteve-se uma
quantidade de queratinécitos e melandcitos ao redor de 5,0 X 10° (cada lihagem) e de 10 X

10° de fibroblastos (item 6. Discussdo - Tabela 1).

As células podem ser congeladas em soro fetal bovino, com 10% de
dimetil-sulféxido (DMSO - Sigma), em nitrogénio liquido, e mantidas assim por tempo

indeterminado. Ao serem descongeladas, apresentam viabilidade entre 70 e 80%.
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QUADRO 1

Figura A — Cultura de queratindcitos. Microscopia invertida — aumento original 200X.

Figura B — Cultura de melandcitos. Microscopia invertida — aumento original 200X.
Figura C — Cultura de fibroblastos. Microscopia invertida — aumento original 200X.

Figura D — Cultura de Fibroblastos (confluente). Microscopia invertida — aumento original

200X.

4.5- Estudos com diferentes matrizes biologicas para obtencao de derme humana

reconstruida in vitro

Foram escolhidas diferentes matrizes para multiplicacdo e crescimento de
fibroblastos em seus interiores, na tentativa de se obter um equivalente dérmico similar a
derme humana in vivo. As matrizes escolhidas pertenciam todas a linha Genius,

BAUMER - Divisdo de Biomateriais, Mogi Mirim, Sao Paulo, Brasil, e foram as seguintes:
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1- Matriz organica de 0SSO bovino liofilizado €Sponjoso
(Gen-ox — bloco, codigo 932.25), de aproximadamente 10 X 15 X 25 mm
(Matriz 1);

2- Membrana bioldgica de pericardio bovino (Gen-derm — cédigo 980.S), de

aproximadamente 20 X 20 mm (Matriz 2);

3- Colédgeno bovino tipo I em granulos (Gen-col, coldgeno — granulos, cédigo

960.5), com aproximadamente 5 cm’ (Matriz 3);

4- Colageno bovino tipo I em bloco (Gen-col, coldgeno bloco, cédigo 961.25),

de aproximadamente 10 X 15 X 25 mm (Matriz 4).

Com uma seringa, dentro de cada uma das matrizes (1, 2, 3 e 4), injetaram-se
fibroblastos, na quantidade de 2,0 X 106, em meio de cultura M199, suplementado com
L-Glutamina 2 mM/ml, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml e soro fetal bovino

10% (QUADRO 2 — Figura A).

As matrizes 1, 2, 3 e 4, contendo fibroblastos em seu interior, foram colocadas,
separadamente, em placas de Petri, de aproximadamente 10,0 cm’, e submersas em meio de
cultura para fibroblastos (M199), suplementado com L-Glutamina 2 mM/ml, penicilina 100
Ul/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml e soro fetal bovino 10%, e colocadas em incubadora, a

37°C, com tensdo de CO; de 5% (QUADRO 2 — Figura C).

O meio de cultura foi trocado 3 vezes por semana. Obteve-se uma derme
humana reconstruida in vitro em 7 dias, com a utilizacdo da matriz de coldgeno bovino tipo

I em bloco (Matriz 4).

4.6- Técnica para obtenciao de pele humana reconstruida in vifro contendo derme e

epiderme associadas

Sobre a derme humana reconstruida in vitro obtida com a utilizagdo de
coldgeno bovino tipo I em bloco (Matriz 4), em uma placa de Petri (Corning), semearam-se
células epidérmicas (relacdo entre melandcitos e queratindcitos 1:4) com 5,0 X 10° células
(aproximadamente 1,0 X 10° melanécitos e 4,0 X 10° queratindcitos). O sistema foi imerso

em meio de cultura constituido de 3 partes de IMDM (Iscove's Modified Dulbeccos
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Medium — GIBCO cat. 12200-036) + 1 parte de meio de cultura para queratindcitos
(Defined Keratinocyte Medium Serum Free— GIBCO cat. 10785-012), 10% de soro fetal
bovino, e suplementado com L-Glutamina 2 mM/ml, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina

0,1 mg/ml e Ca 1.5 mM (QUADRO 2 - Figura B).

O meio de cultura foi trocado 3 vezes por semana. Obteve-se uma pele humana
reconstruida in vitro contendo derme e epiderme associadas em 7 dias (ja partindo da derme

humana reconstruida in vitro) (QUADRO 2 — Figura D) (Figura 6).

Fibroblastos
2.10°
7 dias
M199 (GIBCO)

Derme humana

i 4 2rie 5 ratinocitos +
Matriz de colageno - reconstruida in Qule at .toc (;S_l\
bovino tipo I vitro melandcitos (4:1)

5.10°

Pele humana
reconstruida in vitro
7 dias

IMDM/DKSFM (3:1)
+ antibiotico + SFB

Figura 6 — Esquema da técnica para obtencdo de pele humana (derme + epiderme)

reconstruida in vitro

4.7- Experimento controle

Dentro de uma placa de Petri, de aproximadamente 10,0 cmz, colocaram-se
fibroblastos, na quantidade de 2,0 X 106, em meio de cultura M199, suplementado com
L-Glutamina 2 mM/ml, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml e soro fetal bovino

10% (QUADRO 2 — Figura A). O meio de cultura foi trocado 3 vezes por semana.
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Apés 7 dias, semearam-se células epidérmicas (relacdo entre melandcitos e
queratindcitos 1:4) com 5,0 X 10° células na placa de Petri. Foi colocado meio de cultura
para pele, constituido de 3 partes de IMDM + 1 parte de meio de cultura para
queratindcitos, 10% de soro fetal bovino, suplementado com L-Glutamina 2 mM/ml,
penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml e Ca** 1.5 mM (QUADRO 2 - Figura B).
O meio de cultura foi trocado 3 vezes por semana.

ApOs outros 7 dias, o experimento controle foi retirado do meio de cultura

(QUADRO 2 - Figura D).
QUADRO 2

13lenleoz

i
GEM - DERMY

Figura A — Injecdo de fibroblastos dentro de matriz de colageno bovino tipo I.

Figura B — Semeadura de células epidérmicas (queratindcitos e melandcitos) sobre derme
humana reconstruida in vitro e experimento controle.

Figura C — Membrana de coldgeno bovino tipo I contendo fibroblastos em seu interior e
fibroblastos imersos em meio de cultura M199 (GIBCO).

Figura D — Aspecto macroscépico da pele humana reconstruida in vitro e do experimento

controle.
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4.8- Estudos histologicos dos equivalentes de derme humana reconstruida in vitro

obtidos com utilizacao das matrizes biolégicas e do experimento comtrole

Os equivalentes dérmicos obtidos nos experimentos com utilizacdo das
Matrizes 1, 2, 3 e 4, e o experimento controle foram fixados em formalina a 10% e
incluidos em parafina histolégica. Foram realizados cortes histolégicos com 4 um de

espessura e corados com hematoxilina-eosina (HE).

4.9- Estudos histolégicos da pele humana (derme + epiderme) reconstruida in vitro e

do experimento controle

A pele humana contendo reconstruida in vitro, contendo derme e epiderme
associadas, com utilizacdo da matriz de coldgeno bovino tipo I (Matriz 4) e a “pele” obtida
no experimento controle foram fixadas em formalina a 10% e incluidas em parafina
histolégica. Foram realizados cortes histologicos com 4 pm de espessura e corados com
HE, tricromio de Masson (método que cora o coldgeno em azul e outras estruturas, como 0
musculo, em vermelho), PAS (4cido periddico-reagente de Schiff; este método cora em
vermelho-magenta carboidratos e alguns tipos de mucina, além de ressaltar a membrana
basal), Weigert-Van Gieson (este método cora as fibras eldsticas em vermelho-ptrpura),
Fontana-Masson (impregnacio argéntica para melanina) e azul da Prussia (reacdo que cora
depdsitos de hemossiderina em azul). Todos os métodos histologicos utilizados seguiram os
protocolos vigentes no Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de Ciéncias

Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
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5- RESULTADOS
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Todos os experimentos foram triplicados, com sucesso, para validar a técnica.

5.1- Resultados dos estudos dos equivalentes dérmicos obtidos in vitro com as

diferentes matrizes biologicas (Matrizes 1, 2, 3 e 4) e do experimento controle

Macroscopicamente, foi possivel observar a formag¢do de uma delgada pelicula
em todos os 4 diferentes experimentos para obtencdo de derme humana reconstruida in
vitro, envolvendo: 1- Matriz orgéanica de osso bovino liofilizado esponjoso; 2- Membrana
bioldgica de pericirdio bovino; 3- Coldgeno bovino tipo I em granulos e 4- Coldgeno

bovino tipo I em bloco. O mesmo foi observado no experimento controle.

5.1.1- Resultados dos estudos histolégicos dos experimentos realizados com as

matrizes bioldgicas 1,2 e 3

Nos cortes histolégicos observou-se, de acordo com a matriz utilizada para

obtenc¢ao do equivalente dérmico:
1- Matriz orgénica de osso bovino liofilizado esponjoso (Figura 7);

e Hematoxilina-eosina: Visualizada apenas a matriz 6ssea bovina (medular),

sem presenga de fibroblastos em seu interior (Figura 8).
2- Membrana bioldgica de pericardio bovino (Figura 9);

e Hematoxilina-eosina: Visualizada fina membrana de pericardio bovino, com
uma unica camada de células (fibroblastos), adjacente, mas ndo aderida a

membrana (Figura 10).
3- Colé4geno bovino tipo I em granulos.

e Hematoxilina-eosina: Houve necrose celular intensa, sem formagdo de

nenhum tipo de equivalente epitelial (sem material para cortes histolégicos).
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Figura 7 - Matriz orginica de osso bovino Figura 8 - Matriz orginica de osso bovino
liofilizado esponjoso pura. Microscopia Optica. HE. liofilizado esponjoso ap6s cultura de fibroblastos.

Aumento original 400X. Microscopia 6ptica. HE. Aumento original 400X.

Figura 9 — Membrana biolégica de pericardio Figura 10 — Membrana bioldégica de pericdrdio
bovino pura. Microscopia 6ptica. HE. Aumento bovino apdés cultura de fibroblastos.
original 400X. Microscopia 6ptica. HE. Aumento original
400X.
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5.1.2- Resultados do estudo histolégico do experimento realizado com a matriz

biologica 4

Nos cortes histoldgicos observou-se:

4- Colageno bovino tipo I em bloco.

e Hematoxilina-eosina: Presenca de

grande quantidade de fibroblastos,

organizados em multiplas camadas e dispostos paralelamente entre si.

Auséncia de sinais de necrose celular (Figura 11).

5.1.3- Resultados do estudo histologico do experimento controle

Nos cortes histoldgicos observou-se:

Experimento controle, sem uso de nenhum tipo de matriz bioldgica.

e Hematoxilina-eosina: Presenca de grande quantidade de fibroblastos,

organizados em multiplas camadas e dispostos paralelamente entre si.

Auséncia de sinais de necrose celular (Figura 12).
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Figura 11 — Derme humana reconstruida in vitro com
utilizagdo de coldgeno bovino tipo I. Microscopia
optica HE. Aumento original 400X.

Fibroblastos organizados em multiplas camadas e

dispostos paralelamente uns aos outros.

Figura 12 — Experimento controle sem utilizacdo de
coldgeno bovino tipo I. Microscopia 6ptica HE.
Aumento original 400X.

Fibroblastos organizados em multiplas camadas e

dispostos paralelamente uns aos outros
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5.2- Resultados dos estudos da pele humana (derme + epiderme) reconstruida in vitro

e do experimento controle

Macroscopicamente, tanto no experimento para obtencdo da pele humana
reconstruida in vitro, contendo derme e epiderme associadas, com utilizacdo de coldgeno
bovino tipo I, quanto no experimento controle, foi possivel observar a formacdo de uma

delgada pelicula translicida, comparével, a olho nu, a um enxerto de pele parcial muito fino

(QUADRO 2 - Figura D).

5.2.1- Resultados dos estudos histoldgicos com a pele humana reconstruida in vitro

contendo derme e epiderme associadas

Nos cortes histoldgicos da pele humana reconstruida in vitro, contendo derme e

epiderme, com utilizagdo de coldgeno, observou-se:

e Hematoxilina-eosina: Nitida distin¢c@o entre derme e epiderme. Formacao de
epiderme com 3 a 4 camadas de queratindcitos. Estas células apresentavam-
se cubdides na base e mais planas nos estratos mais altos. Auséncia de
camada cornea, porém presenca de relevo superficial ondulado de aparéncia

cuticular (Figuras 13 e 15).

e Tricromio de Masson: Limite dermoepidérmico nitido. Matriz extracelular
fibrilar (coloracdo azulada) e fibroblastos na derme, organizados

paralelamente a epiderme (Figura 17).

e PAS: Presenca de material fucsindfilo (glicogénio) no citoplasma dos

queratindcitos. Presenca de delgada membrana basal (Figura 19).

e Weigert-Van Gieson: Presenca de pequena quantidade de fibras eldsticas na

derme e epiderme (Figura 21).

e Fontana-Masson: Presenca de poucas células melanociticas contendo

melanina no tecido epitelial (Figura 23).

e Azul da Priassia: Presenca de esparsas células com hemossiderina em seu

interior no tecido epitelial e derme (Figura 25).
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5.2.2- sultados dos estudos histolégicos com o experimento controle
Nos cortes histoldgicos da “pele” obtida no experimento controle observou-se:

e Hematoxilina-eosina: Presenca de células dérmicas e epidérmicas
misturadas, com predominio de fibroblastos. Auséncia de organizacdo

arquitetural (Figuras 14 e 16).

e Tricromio de Masson: A derme ndo se distingue da epiderme. Nado se

observa matriz extracelular (coloragdo azulada - Figura 18).

e PAS: Nio foi observado material fucsinéfilo (glicogénio) no citoplasma dos

queratindcitos (Figura 20).
e Weigert-Van Gieson: Auséncia de fibras elasticas (Figura 22).

e Fontana-Masson: Auséncia de células contendo melanina em seu interior

(impregnagdo argéntica — Figura 24).

e Azul da Prussia: Auséncia de células com hemossiderina em seu interior

(Figura 26).
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Figura 13 - Pele humana reconstruida in vitro.  Figura 14 — Experimento controle. Microscopia

Microscopia 6ptica. HE. Aumento original 100X. 6ptica. HE. Aumento original 100X.

Nota-se nitida distin¢@o entre derme e epiderme. Auséncia de distingdo entre derme e epiderme.
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Figura 15 — Pele humana reconstruida in vitro.
Microscopia 6ptica. HE. Aumento original 400X.

Nota-se nitida distin¢do entre derme e epiderme.

Figura 16 — Experimento controle. Microscopia
optica. HE. Aumento original 400X.

Auséncia de distincdo entre derme e epiderme.

Epiderme composta de 3 a 4 camadas de Predominio de células mesenquimais
queratinécitos, com fibroblastos na derme (fibroblastos) em todo o tecido.
organizados paralelamente a epiderme.
» :‘.’;. JET 2 »
" o e sl
i, W P e (i %
Woag, P hN an e 4 " a,
o, AT gy W "
% - Ol ol TR L )
$ * Tl r [
8 "
‘. ] ) v
> '- 4
» . ! ]
L -
' =g
P
! ," S K -‘.4 -
) . F e

Figura 17 — Pele humana reconstruida in vitro.

Microscopia 6ptica. Tricrdmio de Masson.

Aumento original 400X.
Limite  dermoepidérmico  nitido. = Matriz
extracelular fibrilar (coloragdo azulada) e

fibroblastos na derme, organizados paralelamente

a epiderme.

Figura 18 — Experimento controle. Microscopia
optica. Tricromio de Masson. Aumento original
400X.

A derme ndo se distingue da epiderme. Niao se

observa matriz extracelular (coloragdo azulada).
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Figura 19 — Pele humana reconstruida in vitro.
Microscopia 6ptica.

400X.

PAS. Aumento original

Presenca de material fucsinéfilo (glicogénio) no

citoplasma dos queratindcitos. Presenca de

delgada membrana basal.

Figura 20 — Experimento controle. Microscopia
optica. PAS. Aumento original 400X.
Nio se observa material fucsindfilo no interior

das células.

Figura 21 — Pele humana reconstruida in vitro.

Microscopia  optica. Weigert—-Van  Gieson.
Aumento original 400X.
Presengca de pequena quantidade de fibras

eldsticas na derme e epiderme.

Figura 22 — Experimento controle. Microscopia
optica. Weigert-Van Gieson. Aumento original

400X.

Nio se observa fibras elasticas.
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Figura 23 - Pele humana reconstruida in vitro.
Microscopia 6ptica. Fontana—Masson. Aumento
original 400X.

Presenga de esparsas células melanociticas

contendo melanina no tecido epitelial.

Figura 25 — Pele humana reconstruida in vitro.
Microscopia 6ptica. Azul da Prissia. Aumento
original 400X.

Presenga de esparsas células com hemossiderina
em seu interior no tecido epitelial e derme. derme

e epiderme.

Figura 24 — Experimento controle. Microscopia
optica. Fontana-Masson. Aumento original 400X.
Auséncia de células contendo melanina em seu

interior.

Figura 26 - Experimento controle. Microscopia

optica. Azul da Prissia. Aumento original 400X.
Auséncia de células com hemossiderina em seu

interior.
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6- DISCUSSAO
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A utilizagdo de uma matriz orgdnica de osso bovino liofilizado esponjoso
(Matriz 1), de aproximadamente 10 X 15 X 25mm, mostrou-se ineficaz na obten¢do de uma
derme humana reconstruida in vitro, uma vez que ndo houve crescimento e/ou, mais
provavelmente, adesdo dos fibroblastos a sua superficie quando o sistema foi mantido em

meio de cultura especifico para fibroblastos.

A membrana bioldgica de pericardio bovino (Matriz 2), de aproximadamente
20 X 20 mm, mostrou-se capaz de possibilitar o crescimento e organizagdo de fibroblastos
em sua superficie quando o sistema foi mantido em meio de cultura especifico. Entretanto,
a formacao de uma Unica camada celular (fibroblastos) e a ndo adesdo destas a superficie da
membrana bioldgica de pericardio bovino, inviabiliza a sua utilizacdo para obtencdo de
uma derme humana reconstruida in vitro, e conseqiientemente, também de uma pele

humana reconstruida in vitro contendo derme e epiderme associadas.

O coldgeno bovino tipo I em granulos (Matriz 3), com aproximadamente 5 cm’,
possibilitou o crescimento de pequena quantidade de fibroblastos nas camadas mais
superficiais com o sistema mantido imerso em meio de cultura especifico para crescimento
de fibroblastos. Porém, a ndo organizagdo arquitetural e a ndo disposicdo em paralelo
desses fibroblastos nos frascos de cultura, além da necrose celular que ocorreu nas camadas
celulares mais profundas, tornam essa matriz celular inadequada para uso. Durante a
realizacdo do experimento para obtencdo de derme humana reconstruida in vitro utilizando
o coldgeno em granulos, ocorreu acidificacio dos meios para cultura de células
(fibroblastos) quando estes entraram em contato com o coldgeno. Embora o pH dos meios
tenha sido mantido ao redor de 7.8, com utilizacdo de bicarbonato de sédio, € provavel que
essa acidificacdo inicial dos meios de cultura ao contato com o coldgeno tenha sido
responsavel pela necrose celular observada. Embora o coldgeno tipo I em granulos seja, na
teoria, quimicamente semelhante ao coldgeno em blocos, utilizado com sucesso, sé
havendo diferencga fisica (granulos e bloco), ndo foi possivel determinar (nem mesmo pelo
fabricante / fornecedor) o que levou a acidificagdo dos meios de cultura com a utilizagdo de

somente um dos tipos de coldgeno.
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Com a utilizacdo de matrizes de coldgeno bovino tipo I em bloco (Matriz 4),
para crescimento de fibroblastos em meio seletivo de cultura, foi obtida uma derme humana
reconstruida in vitro, semelhante 2 derme humana in vivo, com as células (fibroblastos)
organizadas paralelamente, umas em relacdo as outras, dentro de uma estrutura

tridimensional (coldgeno).

Reproduziu-se, a partir da cultura de queratindcitos e melandcitos, em meio de
cultura adequado para pele, sobre essa derme humana reconstruida in vitro, uma epiderme

humana reconstruida in vitro, nitidamente diferenciada.

Logo, através da cultura seqiiencial de células dérmicas (fibroblastos) dentro de
uma matriz de coldgeno bovino tipo I em bloco, e de células epidérmicas
(queratindcitos e melandcitos), sobre essa matriz, foi obtido um modelo de pele humana
reconstruida in vitro, composta de derme e epiderme associadas, apresentando coldgeno na
derme, e com fibroblastos, queratindcitos e melandcitos posicionados de forma andloga a
pele humana, histologicamente equivalente, respeitando-se as devidas propor¢des de
espessura, a pele humana in vivo. A estratificacdo da epiderme na pele humana contendo
derme e epiderme reconstruida in vitro apresentou caracteristicas semelhantes daquela
encontrada in vivo. A pele humana contendo derme e epiderme reconstruida in vitro foi
obtida em 14 dias, partindo-se das células dérmicas (fibroblastos) e epidérmicas
(melandcitos e queratindcitos) ja em numero suficiente (2,0 X 10° fibroblastos, 5,0 X 10°

queratindcitos e 5,0 X 10° melandcitos).

O equivalente de pele humana reconstruida in vitro obtido no experimento
controle apresentou, em cortes histolégicos, células dérmicas (fibroblastos) e epidérmicas
(queratindcitos e melandcitos) sem nenhuma organizacio arquitetural, com predominio de

células dérmicas, e sem qualquer evidéncia de derme e epiderme constituidas.

A nido obten¢do de uma pele humana reconstruida in vitro com organizacao
estrutural, e contendo derme e epiderme associadas, no experimento controle, confirma a
importincia da utilizacdo da matriz de coldgeno bovino tipo I (em bloco) para a obtengao
de uma pele humana reconstruida in vitro histologicamente equivalente a pele humana in

vivo. Geralmente, em culturas celulares simultaneas, em que € realizada a simples adicao de

Discussdo

65



um tipo celular a outro, uma das espécies celulares acaba, mais cedo ou mais tarde,
eliminando a outra (COULOMB et al., 1986). Em sistemas que visam reconstruir pele
humana contendo derme e epiderme e que utilizam fibroblastos, estes requerem serem
embebidos em matrizes tridimensionais de coldgeno, para poderem formar um equivalente

dérmico sem que os fibroblastos invadam os limites da epiderme (MAUCH et al., 1989).

A presenca de uma matriz extracelular adequadamente constituida na pele
humana reconstruida in vitro obtida com sucesso com a utilizacao de coldgeno bovino tipo I
em bloco, observada nos cortes histolégicos corados pela técnica de Masson (azul), indica
que, provavelmente, o coldgeno bovino foi inicialmente utilizado pelos fibroblastos como
fonte de nutricdo e para regular e orientar seu crescimento; em uma segunda etapa foi
substituido por coldgeno produzido pelos préprios fibroblastos. Esta possibilidade ja havia
sido aventada anteriormente em outros estudos (KIM et al., 1999; HOELLER et al., 2001;
JANSSON et al., 2001).

O coldgeno esta disponivel em abundiancia e € facilmente purificado de
organismos vivos. E biodegradével e bioabsorvivel. Ndo é téxico, tem baixa antigenicidade
e uma excelente biocompatibilidade, quando comparado com outros polimeros naturais,
como albumina e gelatina. Dentre as principais aplicacdes do coldgeno na drea médica
estdio o uso em proteses oftalmoldgicas e como esponjas (curativos bioldgicos) para
queimaduras e ulceras de pele. Em engenharia de tecidos € utilizado como matriz bésica
para desenvolvimento de sistemas celulares e na composi¢cdo de substitutos artificiais de

vasos e valvulas (LEE et al., 2001).

O colageno tipo I puro apresenta um custo relativamente alto. Porém, o alto
custo no tratamento de lesdes de pele em que as dreas doadoras para enxertia sdo escassas €
perfeitamente justificivel pela diminuicdo do tempo de tratamento (HORCH et al., 2000;
MILLER et al., 2000) e pelos melhores indices de sobrevivéncia e melhor qualidade do
resultado final (CHALUMEAU et al., 1999). Reacdes clinicas ao coldgeno sdo raras, mas
dois casos de alergia (mediada por IgE) ao coldgeno bovino foram relatados, tendo os
pacientes, em ambos os casos, desenvolvido edema conjuntival em resposta a aplicagdo
tépica de coldgeno bovino altamente purificado nos olhos durante cirurgias oftalmoldgicas

(MULLINS et al., 1996).
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A utilizagdo de uma membrana de coldgeno bovino tipo I, sobre uma area de
perda cutanea, pode induzir a formagdo de uma neoderme, através da migracdo de
fibroblastos do préprio paciente para o interior da membrana, seguida de multiplicacdo e
maturagdo celular. Pode ocorrer epitelizacao espontanea sobre a neoderme, por crescimento
epitelial a partir da regido lateral da ferida, ou epitelizacdo induzida, pela colocacdo de
queratindcitos autdlogos cultivados in vitro sobre a neoderme (JANSSON et al., 2001). A
possibilidade de utilizacdo clinica de uma pele humana contendo derme e epiderme
completamente reconstruida in vitro, autéloga, € muito mais vantajosa do que os métodos

até entdo empregados.

No nosso estudo, retiramos dos pacientes fragmentos de pele de 2,0 X 1,0 cm.
Em relacdo ao crescimento das culturas celulares (Gréaficos 1, 2 e 3), em cerca de 2 semanas
temos quantidades de queratindcitos, melandcitos e fibroblastos ao redor de 2,0 X 10° em
cada linhagem. Em 3 semanas, temos quantidades de fibroblastos pouco acima de 5,0 X
106, e de melandcitos e queratindcitos por volta de 5,0 X 10° cada. Em 4 semanas, temos
queratindcitos e melandcitos em nimero de 20,0 X 10° cada e 40,0 X 10° de fibroblastos
(Tabela 1 e Grafico 4). Necessitamos de 2,0 X 10° fibroblastos e de 50 X 10°
queratindcitos e melandcitos na proporcdo de 4:1 (4,0 X 10° queratindcitos e 1,0 X 10°
melandcitos), para obtermos, apds 2 semanas, fragmentos de pele humana total reconstruida
in vitro de 2,0 X 2,0 cm. Portanto, 0 método aqui apresentado fornece, através de culturas
celulares convencionais, a possibilidade de se obter uma pele humana reconstruida in vitro,
contendo derme e epiderme, no dobro do tamanho da pele original retirada do paciente em

4 semanas e cinco fragmentos no dobro do tamanho original em 5 semanas.

Tabela 1 — Crescimento das culturas celulares

14 dias 21 dias 28 dias
Queratinécitos 2,0 X 10° 50X 10° 20,0 X 10°
Melanécitos 2,0X 10° 50X 10° 20,0 X 10°
Fibroblastos 2,0 X 10° 10,0 X 10° 40,0 X 10°
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Contagem celular

Griifico 1
Curva de crescimento da cultura de queratindcitos

[
wn

absolutq_g X 16)N
w [—}

—
<

(em valores
w

14 dias 21 dias 28 dias
Tempo (dias)

—o— Queratinécitos

Contagem celular

Grifico 2
Curva de crescimento da cultura de melanécitos

6
bsoluto's_ X 10 l\)) o
0 =) 0

o
=]

wn

=}

(em valores a

14 dias 21 dias 28 dias

Tempo (dias)

—e— Melanocitos

Discussdo

68




6
lutlgs leow)
[V B —)]

& B
S

Grafico 3
Curva de crescimento da cultura de fibroblastos
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A utilizacgdo de métodos de aceleracio de culturas celulares
(PRENOSIL e KINO-OKA, 1999) pode fornecer quantidade suficiente de células para
semeadura, no interior da matriz de coldgeno bovino tipo I em tempo menor, sendo
reduzido também o tempo até a obtencdo da pele humana reconstruida in vitro.

O congelamento de células, com manuten¢do da viabilidade, por longos
periodos, fornece um meio de se obter células para cultura, e consequentemente, para
reconstituicdo de pele humana in vitro, contendo derme e epiderme autdloga, em casos em
que haja insucesso inicial no tratamento clinico de ulceras cutineas e queimaduras, sem
necessidade de novas coletas de pele. O DMSO ¢€ adicionado ao soro fetal bovino na
concentracdo de 10%, durante a congelacdo, para evitar a cristalizacdo das organelas
intracelulares.

Durante a formagdo da epiderme em meio de cultura para pele sobre a matriz de
coldgeno bovino tipo I é essencial a adi¢do de fons Ca®* na concentracido de 1.5 mM ao
meio de cultura para que ocorra formacdo de uma epiderme com multiplas camadas, como
demonstrado em estudos anteriores para obtencdo de epiderme humana reconstruida in
Vitro (PRUNIERAS et al., 1983; REGNIER et al., 1992). A pelicula formada durante a
obtencdo da pele humana total reconstruida in vitro, onde se localizaria a camada cérnea
(Figura 9), é extremamente delgada, mas pode tornar-se espessa se essa pele for exposta ao
ar (mantida em interface ar-liquido) por um periodo maior, constituindo uma camada
cornea verdadeira.

Este modelo de pele humana preenche os requisitos bdsicos descritos por
PONEC et al. (2001), para que um equivalente de pele humana possa ser utilizado para
propositos cientificos, pois apresenta formagcdo de queratina no estrato cdérneo
(barreira mecanica), corpisculos de glicogénio intracelulares nos queratindcitos em
abundancia (indicando maturagdo do epitélio) e aspecto cuticular da epiderme.

O modelo de pele humana reconstruida in vitro contendo derme e epiderme
associadas, descrito neste trabalho, pode fornecer um excelente sistema para estudos,
notadamente para testes de eficicia e toxicologia de novos produtos quimicos e drogas in
vitro, com a vantagem de apresentar componentes dérmicos, quando comparado com
sistemas de estudos que utilizam apenas epiderme (REHDER et al., 2004; REGNIER
et al., 1992; REGNIER et al., 1990). O modelo de pele humana reconstruida in vitro aqui
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apresentado provavelmente ndo permite estudar os efeitos imunoldgicos das reacdes
mediadas pelas células de Langerhans ou pelos macréfagos UV-induzidos, como
demonstrado em estudos utilizando epiderme reconstruida in vitro de forma isolada
(BESSOU et al., 1995). Entretanto, isto pode ser perfeitamente realizado pelo cultivo das
células de Langerhans de forma isolada (FRANSSON et al., 1998) e introducdo dessas
células, juntamente com a semeadura de queratindcitos e melandcitos, sobre a derme
humana reconstruida in vitro, obtendo assim uma pele humana reconstruida in vitro com
funcdo imunitdria, conforme também ja demonstrado em estudos anteriores envolvendo
somente epiderme humana reconstruida (REGNIER et al., 1998; PONEC et al., 2002).

Este modelo pode permitir, ainda, estudar a fisiopatologia e eventuais opgoes
terapéuticas de afecgdes pigmentares ainda ndao determinadas, como o vitiligo, melasma e a
formacgdo de nevus melanociticos. Diversos outros modelos de pele humana reconstruida in
vitro, com variadas aplicacdes laboratoriais, experimentais e clinicas, deverdo surgir e
serem estudados nos préximos anos. Acreditamos ser o modelo de pele humana
reconstruida in vitro contendo derme e epiderme associadas aqui apresentado compativel e
semelhante a uma pele humana in vivo, com vantagens sobre modelos de substitutos
artificiais de pele (BOYCE, 1998; NANCHAHAL et al., 2002; VAN ZUIJLEN
et al.,, 2001; HUNT et al., 2000) e modelos de epiderme reconstruida in vitro
(HORCH et al., 2001, RONFARD et al., 1991; CARSIN et al., 2000; REHDER et al.,
2004) anteriormente estudados.

A semelhanca entre a pele humana reconstruida in vitro utilizando-se a matriz
de colageno bovino tipo I em bloco com a pele humana in vivo € nitida, conforme
demonstraram os estudos histoldgicos realizados. Segue abaixo descricdo das semelhangas

encontradas e que sustentam essas afirmacoes:
e Estudos histologicos:
1. Coloragdo pelo método de hematoxilina-eosina: Nitida distin¢do entre derme
e epiderme. Presenca de queratindcitos mais arredondados proximos a
camada basal e mais achatados nas camadas mais superficiais. Melandcitos

presentes proximos a camada basal da epiderme e melanina corada em

castanho claro distribuida em toda a epiderme.
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2. Coloracdo pelo método de tricromio de Masson: Nitida distin¢do entre
derme e epiderme, com fibroblastos organizados paralelamente uns aos
outros e em relacdo a epiderme. Presenca de matriz extracelular corada em

azul.

3. Coloracdo pelo método de PAS: Presenca de granulos de glicogénio no
interior dos queratindcitos, demonstrando maturidade do epitélio, e de

delgada membrana basal.

4. Coloragdo pelo método de Fontana-Masson: Presenga de células epidérmicas

contendo melanina (corada em preto) em seu interior.
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7- CONCLUSOES
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Com base nos objetivos propostos e quesitos formulados anteriormente
(Itens 2.1. Objetivo geral e 2.2. Objetivos especificos), nos estudos realizados e nos

resultados observados, pode-se concluir:

e E possivel obter uma pele humana reconstruida in vitro contendo derme e
epiderme associadas utilizando-se uma matriz de coldgeno bovino tipo I em
bloco, através do crescimento de fibroblastos em seu interior e do
crescimento seqiiencial de células epidérmicas
(queratindcitos e melandcitos), depositados sobre essa matriz de coldgeno
contendo fibroblastos em seu interior ¢ mantidos em meio de cultura

especifico;

e Niao foi possivel obter uma pele humana reconstruida in vitro, contendo
derme e epiderme associadas, sem a utilizacdo de nenhum tipo de matriz

bioldgica.

e O melhor tipo de matriz biologica, entre aquelas estudadas neste trabalho,
para obtencdo de uma derme humana reconstruida in vitro é o coldgeno

bovino tipo I em bloco;

e Respeitando-se as devidas proporcdes, ha nitida semelhanca entre a pele
humana reconstruida in vitro obtida e a pele humana in vivo, conforme

demonstrado pelo estudo histolégico realizado;

e Para se obter uma pele humana reconstruida in vitro do dobro do tamanho da
pele original (in vivo) retirada do paciente sdo necessarias 4 semanas, € para
se ter cinco fragmentos de pele humana reconstruida in vitro do dobro do

tamanho da pele original sdo necessdrias 5 semanas.

Conclusoes
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ANEXO 1

Aprovacio do Comité de Etica da FCM/UNICAMP
(Original em posse do pesquisador)

Observacao: O projeto original desta pesquisa compreendia teste clinico com
seres humanos, conforme consta no relatério de Aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa da FCM/UNICAMP. Entretanto, por falta de recursos e de apoio financeiro de
Orgios Oficiais de Pesquisa, o Projeto de Pesquisa foi modificado em junho de 2003, tendo
sido o teste clinico envolvendo seres humanos excluido. O nome do projeto original,
“MODELO DE PELE RECONSTRUIDA PARA ESTRUTURACAO DE
LABORATORIO DE PELE”, também foi modificado em junho de 2003, para “MODELO
DE PELE HUMANA (DERME + EPIDERME) RECONSTRUIDA IN VITRO.

Anexos

91



'?’ FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

",

/- COMITE DE ETICA EM PESQUISA
N 13083-970 Campinas, SP
UNICAMP @ (0__19) 3788-8936

fax (0__19) 3788-8925
B cep@head.fcm.unicamp.br

CEP, 22/01/02
(Grupo IIT)

PARECER PROJETO: N° 368/2002
I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “MODELO DE PELE RECONSTRUIDA PARA ESTRUTURACRO DE
LABORATORIO DE PELE”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Maria Beatriz Puzzi Taube

INSTITUICAO: Unidade de Terapia de Queimados/Santa Casa de Limeira — Laboratério
de Cultura de Células da Pele e Epiderme Reconstruida (LCCP)/Departamento de Patologia
Clinica/FCM/UNIC AMP

APRESENTACAO AO CEP: 12/12/2001

il - OBJETIVOS

1 - Implantar a técnica de cultura de fibroblastos no LCCP. 2 — Pesquisar e obter
uma derme reconstruido, a partir de fibroblastos de uma matriz de colageno, que possa ser
utilizada clinicamente, isolada ou associada 4 epiderme. 3 — Estruturagio e implantagio de
um laboratério de pele. 4 — Testar pele integra autdloga reconstruida e seus derivados em
pacientes queimados.

Il - SUMARIO

O tempo estimado para o estudo ¢ de 24 meses, que sera divido em 5 fases. A fase
que envolve seres humanos € a terceira, onde serdo submetidos ao tratamento de enxertia
24 pacientes com queimaduras agudas, que serdio divididos em 6 subgrupos (4 pacientes
cada), de acordo com o tipo de enxertia: A: epiderme isolada; B: epiderme associada a
matriz de colageno acelular; C: epiderme associada a matriz de colageno com fibroblastos
(derme reconstruida), D: queratinécitos e melanécitos em cultura sobre a matriz de
colageno com fibroblastos (derme reconstruida); E: queratinocitos e melanocitos em cultura
sobre a matriz de colageno acelular e; F: derme reconstruida isolada. Serdo avaliados, em
cada subgrupo de pacientes, a integragdo e viabilidade dos diferentes tipos de enxertos,
atraves de documentagdo fotografica de bidpsias seriadas (os pacientes serdo submetidos a
2 bidpsias locais apos enxertia, uma precoce, com 21 dias apds enxertia, e uma tardia, 6"
meses apos.
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IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O termo de Consentimento Livre e Esclarecido, adequado e eficiente no se refere as
condutas adotadas na pesquisa e relacionadas aos sujeitos participantes. O Projeto
estabelece uma previsdo orgamentarias. A pesquisa sera patrocinada pela FAPESP.

Recomendamos a aprovagio deste projeto de pesquisa.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apos acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA,
0 pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2. ¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

Atencdo: Projetos de Grupo I serio encaminhados 4 CONEP e 50 poderio ser
iniciados apés Parecer aprovatério desta.
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VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na I Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de janeiro de 2002.

Prof. Dr. Seba’ﬁﬁp Araijo

PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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