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RESUMO: Objetivo: Os autores propdem uma nova abordagem no tratamento de lesGes extensas de natureza
pré-cancerosa da mucosa jugal, utilizando enxerto de mucosa escamosa autdgena cultivada em Mbaratorio.

do: O enxerto é aplicado no mesmo tempo gir da ressecc¢édo da lesdo original. Foram operados cinco pacien-

tes, 0s quais receberam acompanhamento pos-operatério, sendo submetidos a biopsia de coflae Ao 90
avaliagdo da integragdo do enxerto com o leito receptor foi realizada utilizando-se critérios clinicos e morfol6gi-
cos, incluindo microscopia Optica e eletronRasultados O estudo anatomopatolégico com microscopia optica

e eletrdnica dos cinco pacientes mostrou haver integracéo do enxerto da mucosa cultivada com o leithsreceptor
células da mucosa cultivada formam camadas queaaipam e se diferenciam a semelhanca da zona doadora.

A microscopia eletrénica a mucosa enxertada apresentava lamina basal com descontinuidades focais, presenca de
hemidesmosomas e fibrilas de ancoragéonclusfes:Os resultados demonstraram que a técnica é oportuna e
viavel para o tratamento de lesdes pré-cancerosas, outrora consideradas irressecaveis pela extensao e pode ser
considerada uma possibilidade real para o tratamentgicio(dtefinitivo das mesmas.

Descritores Mucosa escamosa; Ceratindcitos; Cultura de mucosa; Enxerto de mucosa.

INTRODUGAO literatura que demonstram intima associagéo entre carci-
nomas de células escamosas em sitios de lesGes de aspecto

O cancer da mucosa bucal é problema relevante entiquendide®. Embora néo seja bem conhecida a patogénese
saude publica no Brasil com expressivos indices de morbidessas condi¢des, é notdria a correlagdo entre a ocorréncia
mortalidade. Quase sempre, suas formas precursoras e 6l¢ lesdes leuco e eritroplasicas e certos habitos, tais como
incipientes sdo reveladas como lesdes pré-cancerosagtabagismo e o alcoolismo sevéros
(LPC), acompanhadas ou nao de displasia. As formas mais Ha controvérsias no tocante ao tratamento das LPC.
comuns de LPC encontradas na mucosa escamosa s&o &m sido descritas, dependendo da morfologia das lesdes
leucoplasias, as eritroplasias e as formas mistas leucoerelementares, a exérese convencional, criagizwe cirur
troplasicass. As manifestacGes bucais do liquen plano e gia comlaserde GO,. Nos casos de lesfes pouco extensas
algumas de suas variantes histomorfoldgicas, tém sido usta exérese, sempre que viavel, é a conduta terapéutica mais
almente descritas como pré-cancerb$adia relatos na  indicada. Considerando-se, entretanto, a ocorréncia de
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lesOGes extensas e localizadas em areas de risco, comoMETODO
mucosa jugal, a op¢éo cigica quase nunca € indicada.
Isso é devido & dificuldade em promover-se a reconstru- O estudo foi realizado ap6s a aprovacao do protoco-
¢do do defeito decorrente da ressecco lesional, pela ess pela Comissdo de Etica em Pesquisa Humana do Hos-
cassez de tecido viavel circunjacente. pital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora

Apresentamos uma alternativa terapéutica gicar (HU/URJF).
definitiva, a partir do emprego de mucosa humana auté- Foram selecionados cinco pacientes, todos eles por-
gena cultivada tadores de LPC jugaispm dimensdes que as incluiam

O primeiro relato da obtencéw vitro de uma mo- no grupo de lesBes extensas que usualmente ndo séo tra-
nocamada de ceratindcitos deve-se a Rheinwald e Greentadas pela ressecgéo. Dois dos pacientes eram do sexo
Seu emprego mais freqiiente tem sido no tratamento denasculino e trés do sexo feminino. Somente os homens
pacientes vitimas de queimaduras cutaneas exténsas apresentavam habito de tabagismo e alcoolismo, sendo
Vem sendo, ainda, utilizada em otorrinolaringologia, no exatamente os dois pacientes que apresentavam as maio-
forramento de cavidades mastoides apos curetadéms  res lesdes. Dos dois pacientes tabagistas e etilistas, um de-
gue concerne ao cultivin vitro de mucosa escamosa e a les (paciente C) consumia, em media, de 30 cigialiay ha
partir de resultados obtidos em modelos caninos, a técni36 anos, além de ingerir diariamente cerca de 600ml de
ca foi recomendada para uso em hum#h@s primeiro bebida alcodlica fermentada. Esse paciente foi quem apre-
trabalho sobre a aplicagéo clinica de epitélio bucal hu-sentou a maior de todas as LPC tratadas. O tempo médio
mano autdgeno cultivado descreveu sua aplicagédo sobréde evolugéo das lesdes foi de 2,8 anos, com variagéo entre
o periésteo mandibulana reconstrugédo de defeitos da um e cinco anos. A média de idade situou-se em 40,2 anos,
gengiva inserid& . Ueda e col$?realizaram enxertos de  variando entre 33 anos e 56 anos.
mucosa autégena cultivada em trés pacientes portadores A area ressecada (incluindo gam de seguranca)
de labio leporino e tumores benignos dos maxilares. Confoi, em média, de 12,6¢tnsendo a menor delas de sete
cluiram que a revascularizagdo do enxerto iniciava-se entréentimetros quadrados e, a magte 16cri(Quadro 1).
o terceiro e 0 quinto dias pés-operatérios, sendo comple-_
tada no sétimo dia. Langdon e cHistilizaram a cultura | ECNICA
de ceratindcitos, com bons resultados, no tratamento de
pacientes portadores de fissurasidpalatinas e em ou-
tros portadores de lesdes cancerd®aghoebar e col,
a partir de amostras de mucosa humana colhidas do pal

to d~uro € cultlvadam vitro, realizaram ENXerto para eor yicjnsan antisséptico (Soaggpara a mucosa e com al-
recao de de,fe|tos decc_)rrentes d_e vest|buloplast|_as._ NQ:ool a 70% para a pele, e sob anestesia locorregional, evi-
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Borojevic e, 4q_se infiltragéo no local da coleta. O fragmento era
cols!* padronizaram a cultura de ceratin6citos cutaneosgtirado em forma eliptica, sendo transportado para o la-
in vitro, aplicando-a a cirgia plastic&’. O método foi  poratério em meio de cultura de Eagle, modificado por
padronizado em seguida para cultivar e obter mucosgyy|becco (DMEM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
bucal humana, conforme a técnica descrita no presentgya), com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Cultilab, Cam-
trabalho. O enxerto da mucosa € precedido pela exeresginas, SPBrasil), 5ug/ml de ciprofloxacina CIPR@Biolab

da lesdo original, realizada com mens cirdgicas am-  Farmacéutica Ltda, S&o Paulo, BRisl) e 1pg/ml de an-
plas, e, entéo, fixado no leito recepital procedimento  fotericina B (Eurofarma Laboratérios Ltda., Sdo Paulo,
elimina os inconvenientes da espera da evolucdo comSR Brasil), em tubo plastico estéril, selado através d

A obtencéo da cultura iniciava-se com a remocéao de
fragmento de aproximadamente um centimetro quadrado
de mucosa higida do paciente, da regido proxima a leséo.
Fsto se fazia apos criteriosa anti-sepsia, com solugéo de

portamental imprevisivel da LPC. aplicacao de parafilm&al tubo plastico, coendo o0 ma-
Quadro 1
Quadro demonstrativo da casuistica segundo dados clinicos e anatomopatoldgicos
Evolucéo Localizagéo Resseccao
Paciente Sexo Idade LPC (anos) Habitos anatdmica (cn?)
A M 40 LP 2 Et + tab jugal D 12 cn?
B F 37 LP 3 - jugal E 8 cn?
C M 56 L 5 Et + tab jugal D 16 cn?
D F 33 LE 1 - jugal E 7 cnt
E F 34 L 3 - jugal E 10 cn?

(LP) liguen plano; (L) leucoplasia; (L/E) leucoenplasia; (Et) etilismo e (tab) tabagismo
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terial biolégico, era acondicionado em recipiente de isopor No quarto dia ap6s a operagcao removemos o botédo
sob resfriamento com blocos de gelo, de tal modo que nade néilon e mantivemos a gaze de protecao do enxerto de
pudesse tombaevitando, assim, que a solugao de DMEM mucosaTal gaze foi removida sempre no sétimo dia pos-
entrasse em contato com a tampa do frasco plastico, o queperatdrio.

poderia levar a contaminagéo. A observacéo foi realizada semanalmente durante

Esse frasco era entdo enviado pardABCAM/ os primeiros 30 dias de pés-operatoério. A partir dai os
BCRJ da UFRJ, onde o tecido colhido era fragmentado gacientes foram examinados a cada duas semanas, até
digerido enzimaticamente, como descrever-se-a adiantecompletar trés meses, quando entéo foi realizado uma bi-
As células vivas obtidas eram cultivadas em condi¢cdesopsia incisional de controle. Nos espécimes obtidos, de
gue favorecessem o crescimento de ceratindcitos, ao megerma eliptica e medindo aproximadamente um centime-
mo tempo que inibiam a proliferacéo de fibroblasies. tro em seus eixos longitudinais, 50% da area de cada um
movia-se 0 maximo possivel da lamina prépria e tecido con-deles representava a mucosa cultivada e 50% abrangia a
juntivo subjacente, e os fragmentos contendo mucosa erarmucosa natural circunvizinha. Estes espécimes colhidos
clivados com uso de bisturi com lamina descartavel. Essdoram cortados longitudinalmente. Fizemos entédo um pon-
Gltima porgdo era, a segusubmetida a dissociagdo enzi- to de reparo no extremo de ambas as pecas para identifi-
matica, com 0,3% de tripsina (Sigmeh solucdo salina car a mucosa natural. Uma das pecas foi enviada para
balanceada, sem sais de célcio e magnésio (BSS-CMF)gstudo em microscopia Optica e a outra para microscopia
durante 18h a 20h, a 4°C, seguida de incubac&o em nowveletronica. No laboratorio de anatomia patologica, essas
solugdo, durante 40min, a 37°C, com agitac&o orbital. AsPecas, com o ponto de reparo para identificagéo, foram
células mucosas, agora separadas umas das outras, erglvadas em trés tercos: o terco supeom o ponto de
semeadas em garrafas de cultura (Nunc, Roskilde, Denteparo, significando a mucosa natural; o tergo inferior
mark), 1,2x10a 1,8x10células/25crh contendo 3T3 (cé-  representando a mucosa cultivada em laboratorio e utili-
lulas murinas embrionarias) como camada alimentadora.

A linhagem celular 3T3, obtida no Banco de Células do

Rio de Janeiro, era previamente cultivada até atingir con
fluéncia, quando era irradiada (5.000cGy), de forma a n&
mais proliferar

As culturas eram mantidas por 10 dias em meio par
ceratinocitos:meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), contendo HAM F12 (3:1), suplementado com |
5mg/L de insulina, 4mM de L-glutamina, 0,4mg/ml de hi-
drocortisona, 1&°M de toxina colérica, 5mg/l de transfer-
rina, 2x16°M de T3, 10ng/ml de fator de crescimento epi- H
dérmico (todos da Sigma), e 20% de soro fetal bovinok
(Cultilab), a 37°C e 5% de GQOO crescimento celular era
monitorizado ao microscépio invertido com contraste de
fase. O meio de cultura era trocado a cada dois ou trés
dias. A confluénd celular era atingida em um periodo de §
nove dias (Figura 1). A camada de mucosa era descolad : = . '
da garrafa, com o uso de 1,2U/ml de dispase em DMEMFigura 1 — Fotomlcrografla da mucosa cultlvadawtro Mi-
(Sigma) por 60 minutos a 37°Cal camada era entdo croscopia de contraste de fase. 200X.
lavada com solucéo salina balanceada (BSS), fixada so-
bre gaze embebida em petrolato (Ad&tiatilizando
monofilamento de nailon 4-0, sendo entdo transportade
para o centro cirgico em placas de Petri refrigeradas e
utilizadas para o enxerto.

As ciruigias foram realizadas em um prazo de qua-
tro a seis horas. Os limites da ressecc¢éo pretendida forat
demarcados com solugéo de azul de metileno, com mar
gem de seguranga de, pelo menos, cinco milimetros. 2
complementacédo da hemostasia, sempre que necessari
deu-se com bisturi de corrente bipolarenxerto foi fi-
xado nos limites da mgem da resseccao, através de mo-
nofilamento de nailon 4-0. A fim de evitarmos o movi-
mento do mesmo, fixamo-lo através de dois botdes de
nailon, sendo um na regido jugal (intrabucal) e outro na
regido bucinadora (extrabucal), com area de contato pro

tegida por gaze vaselinada, e fixados com monofilamen-
to de nailon 2-0. Figura 2 — Area jugal essecada.
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Figura 5 — Eletonmiciografia do aspecto basal da mucosa
enxetada. Lamina basal psente a@sentando descontinuida-
de focal (seta). X 40.000.

Figura 4 — Aspecto clinico no 9@ia pos-operatorio.

Figura 6 — Eletonmiciografia mostrando hemidesmosomas na
) ) superficie basal da célula escamosa (seta maiorgsanca de
zada para o enxerto e, finalmente, o terco médio, represerfibrila de ancoragem (seta menor) na por¢do superior da lami-

tando a zona de transigéo, identificada através da discretaa propria. Ceratindcito basal com tonofilamentos dispostos
mudangca de colorac&o. paralelamente & membrana basal X 42.000.

RESULTADOS iluminacéo natural, e sim, com fonte de luz de grande in-
i . L tensidade (10.000 Iimens). Mantivemos o acompanhamen-

O pos-operatorio transcorreu sem complicacoes reyg a1 o 90dia pos-operatério e o resultado clinico e fun-
levantes. No setimo dia pos-operatorio, quando removetional mantveram-se estaveis. Realizamos ent&o biopsias
mos a sutura com a gaze contendo petrolato, pudemogcjsionais para o controle pés-operatério. A biopsia in-
observarem todos os pacientes, uma depressao denotan:jyja parte da mucosa enxertada e também parte da muco-
do as areas ressecadas. Clinicamente podia-se percebgs natural circunvizinha. O estudo anatomopatoldgico com
que havia alguns pontos sem a cobertura total do enxertamicroscopia éptica e eletrdnica mostrou que a integracéo

No 14 dia pos-operatdrio, o aspecto clinico da areado enxerto da mucosa cultivada com o leito receptor foi
enxertada era normal, ndo obstante a magnitude e probastante satisfatéria. Outra constatacao relevante foi que
fundidade das resseccbes que, em todos os casos, atingiscélulas da mucosa cultivada apresentavam-se morfolo-
ram a camada muscular subjacente. gicamente sem alteracdo do padrdo de células da zona

No 3@ dia p6s-operatorio, examinamos todos os pa-doadora, com discreta acantose e infiltrado inflamatério.
cientes, quando constatamos discreta diferenca de coloNo estudo ultra-estrutural pode ser verificado que a mu-
racdo das areas enxertadas, mostrando-se essas mais avewsa enxertada apresentava lamina basal com desconti-
melhadas que a mucosa natural circunvizinha. Essawuidades focais, presenca de hemidesmosomasladibr
discreta diferenca na coloracdo ndo era observada corde ancoragem (Figuras 5 e 6) .
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Vale ressaltar que em todos os cinco pacientes pbdea relacédo diretamente proporcional entre a possibilidade de
se perceber alguma area com sinais de evolugédo para cicaancerizacdo de uma LPC e o tamanho da ni&guasicu-
triz por segunda intencdo, sendo esse fato mais visivel ntarmente nas lesdes com diametros maiores do que dois
paciente “C”, que recebeu o enxerto de maior extensdo. Comoentimetros.
essas areas eram de pequenas dimensdes (a maior de aproxi- Ao longo do tempo, tém sido empregados, também,
madamente cinco milimetros), esse fato ndo comprometeu os enxertos livres de pele com o objetivo de se cobrir 0
resultado funcional ou estético do procedimento. Para o edeito cruento apos ressecé@® Todavia ha o inconveni-
tudo da &rea de cicatrizag8o por segunda intencéo, realiz&nte da possibilidade de crescimento de faneros pilosos
mos uma biopsia pq@unch aos trés meses de pos-operatd- no local do enxerto, além do inconveniente da agressao
rio, tendo o espécime sido enviado para o estudoestética permanente, pois a area de enxerto de pele jamais
ultra-egrutural. O resultado do mesmo mostrou infil- conseguird mimetizar o aspecto clinico da mucosa. Assu-
trado inflamatério importante na lamina propria. mimos, entdo, o desafio, de ressecar LPC de grandes di-

Levando-se em conta o estudo anatomopatoldgico commensdes, na totalidade, pois passamos a dispor de muco-
microscopia 6ptica e através da micrografia eletrdnica, pusa humana, cultivadia vitro, para a reconstrucdo da
demos observar que a integracédo do enxerto da mucosa cuhtegridade anatdmica da ferida cgita.
tivada com o leito receptdni bastante satisfatéria na qua- Apesar de terem sido constadas areas sem cobertu-
se totalidade da area ressecada. A neovascularizacdo foa total da mucosa na ferida cigica, no 90 dia po6s-
significativa, demonstrando que as células epiteliais da cul-operatério, pudemos observar um completo processo de
tura secretam fatores angiogénicos. Foi observada adequaeparacaceas areas referidas evoluiram com aspecto cli-
da uni@o entre os ceratindcitos cultivados e entre eles e mico de cicatrizagao por segunda intencdo. Isso nos fez

membrana basal (Figuras 5 e 6). imaginar que possivelmente as areas que no sétimo dia
pos-operatério sugeriam falha na integragcdo do enxerto
DISCUSSAO deviam possujrainda, células viaveis, capazes de com-

pletar o processo cicatricial, comportando-se como cura-

As opcdes terapéuticas para as LPC s&o definidadivos biologicos. Com referéncia ao estudo ultra-estrutu-
por procedimentos clinicos e cigitos. Os primeiros in-  ral da area de cicatrizagdo por segunda intengao, péde-se
cluem a utilizagéo de corticosteréides (uso topico e tam-Observar que nesse ponto havia perda da continuidade da
bém sistémico), retindides, griseofulvina, ciclosporinas, membrana basal (Figura 5), embora clinicamente essa re-
antibiéticos, dapsona, bismuto, gluconato de célcio, imu-gido da mucosa se mostrasse totalmente cicatrizada. Essa
noglobulinas, ciclofosfamida, metotrexato, azatioprina, dro-alteracdo da membrana basal trouxe-nos inquietagao, e
gas antimalaricas, fenitoina e acido nicotinico ou nicotina-imaginamos poder resolver esse problema através de um
mida, com resultados pouco animadéfed exérese  Segundo enxerto de mucosa cultivada, por volta do séti-
convencional é indicada para lesdes de reduzidas dimenmo ao 10 dia pds-operatorio. Para isso, planejamos agir
sbes e quando ha associagdo com erosdes ou fissuras. Na@s moldes do que atualmente é realizado no tratamento
lesBes mais extensas, a reconstrucgdo do defeito provocadte pacientes vitimas de queimaduras cutaneas extensas,
pela resseccdo tem sido desafiadora para ogjiieds. em que se aplicaenxertos sucessivos de pele cultivada.
S&o descritas usualmente a criocirutgea cirurgia com  Para tanto, basta manter sob congelagéo uma porcéao do
laserde CQ2°. A primeira apresenta o inconveniente da tecido cultivado, o que ja vem sendo realizado no BCRJ.
impossibilidade de se controlar a extens&o e profundidadéara esse segundo enxerto, evitando-se a ocorréncia das
a serem atingidas. Isso assume maior relevancia quandareas de cicatrizagéo por segunda intengéo, pretendemos
sabe-se que a maior parte das LPC situa-se na regido jutilizar cola biolégica para a fixagéo do enxerto. Por tra-
gaP! subjacente & qual encontram-se estruturas anatémitar-se de procedimento de pequeno porte, podera ser o
cas nobres, como ramos do V e VIl pares cranianos, aléninesmo realizado sob anestesia local e em nivel ambula-
do ducto parotideo. torial.

Como bem salienta Silverman e c#lsha, todavia, Esse trabalho demonstra que €é viavel a utilizacéo de
que se levar em conta o tamanho da lesdo com relacdor@ucosa jugal humana cultivada no tratamento gicar
praticabilidade da remog&o. Como é consensual, as lesodle lesdes bucais pré-cancerosas extensas. Houve integra-
maiores n&o so ressecadas devido a mutilagdo que causzfo da quase totalidade do enxerto de mucosa cultivada,
riam no paciente ao nao possoicirugido, tecido circun-  €xceto em pequenas areas que evoluiram com cicatrizacdo
jacente em condicdes de cobrir o defeito por ele provocafor segunda intengdo, sem, entretanto, comprometer os
do no ato cirlrgico. Essa limitag&o € grave, pois € conhecid#esultados clinico, funcional e estético.
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