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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias da Saude no Brasil: Impasses e Desafios” € uma coletéanea
composta de nove obras, e no seu oitavo volume apresenta uma variedade de estudos
que versam sobre servicos hospitalares, centro cirtrgico, Unidade de Terapia Intensiva,
infeccdo hospitalar e fatores de risco para aquisicdo de complicagbes, doengas renais e
outros temas.

Nessa edicdo teremos capitulos que apresentam os seguintes estudos: - A
contratualizacéo e a regulagéo do acesso ao servico de urgéncia e emergéncia de um
hospital universitario brasileiro; - Projeto doces cuidados: tecnologias de enfermagem e
o0 manejo da dor em criangas hospitalizadas; - Patologias masculinas mais frequentes em
unidade de internacdo de clinica médico-cirurgica em hospital universitario; - Infeccao
hospitalar em recém-nascidos: uma reviséo de literatura; - Efeitos da eletrotermofototerapia
associado a dermocosméticos na alopecia androgenética; - Projeto humano: percepcéo
de gestores, profissionais da saude e usuarios sobre humanizagdo no cenario hospitalar;
- Atuacao do enfermeiro no centro cirirgico ao paciente no perioperatorio: uma revisao
bibliografica.

Essa obra também oportuniza leituras sobre: - Doenc¢a de Kawasaki; - Qualidade de
vida de pacientes com Sarcopenia internados em Unidade de Terapia Intensiva; - Seguranca
do paciente na terapia infusional em Unidades de Terapia Intensiva; - Mola Hidatiforme:
diagnostico e tratamento; - Canabidiol como droga terapéutica nas sindromes epiléticas; -
Sintomas ansiosos e sinais vitais em paciente com Parkinson submetido ao método Watsu;
- CEPAS envolvidas em infecg¢éo hospitalar em UTI neonatal e fatores de risco; - Condi¢des
relacionadas ao abandono do tratamento por pessoas com Bulimia nervosa; - Ressonancia
magnética no diagnéstico de malformacao fetal.

E ainda dando continuidade aos estudos e discussdes sobre temas correlacionados
serdo apresentadas ac¢des educativas desenvolvidas pelo enfermeiro junto ao portador de
Doenca Renal Cronica, - Dosagem dos niveis séricos de vitamina d nos pacientes em
terapia renal substitutiva em servigo de referéncia em ponta grossa, - Doenca renal crénica
e 0 SUS: uma reviséo bibliografica, -percepcdes de pacientes renais cronicos acerca dos
cuidados com o cateter de acesso venoso para hemodialise.

Esse volume traz também temas variados de salde, como por exemplo: - Cultura
priméria de queratinécitos a partir do bulbo capilar humano; - Fragilidade de pacientes com
doenca renal crbnica em tratamento hemodialitico; - Fistula arteriovenosa em pacientes
submetidos a hemodialise; - Traumatismos decorrentes de tentativas de suicidio na cidade
de Itabuna (Bahia); - Terapia assistida por animais para melhoria da cognicdo e das
respostas emocionais em idosos institucionalizados; - Aspectos relevantes e estratégias de
intervencdo no uso crénico de benzodiazepinicos por idosos na atengéo basica.



Portanto, através desse volume a Editora Atena presenteia os leitores com
a divulgacdo de assuntos tdo importantes do processo salude-doenca, internacdes

hospitalares, tratamentos, e temas de salde publica e coletiva.

Isabelle Cerqueira Sousa
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RESUMO: Na constituicdo celular da epiderme,
0s queratinocitos tem como principal fungéo a
renovacgéo epitelial, sendo o bulbo capilar uma
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fonte constante de queratindcitos germinativos.
A utilizagdo do cultivo primario, como os
queratinécitos, muitas das caracteristicas de
origem sao preservadas, provendo assim,
resultados mais proximos do fisiologico do
tecido original. Este estudo objetivou realizar o
cultivo de queratinécitos de origem priméria a
partir de bulbo capilar humano. Apés a extracéo
e coleta de bulbos capilar de voluntarios, estes
foram acondicionados em um tubo falcon de 15
ml contendo uma solugéo tampéo fosfato-salina
suplementada com antimicrobianos. A amostra foi
centrifugada, ressuspensa em tripsina e incubada
a 37 °C durante 5 min. Apos a obtengdo do pellet
de células, foram ressuspensos em meio de
cultivo modificado de Eagle suplementado com
antimicrobianos. As células foram semeadas em
placa de 24 pogos a 37 °C com 5% de CO,. A
cada 72 horas foram observados as células e
0 meio de cultivo trocado. Apds a confluéncia
de 80%, foi realizado a primeira passagem
e assim sucessivamente acompanhando
diariamente sua morfologia até a inviabilizagdo
dos fibroblastos. Foi possivel isolar e cultivar
queratindcitos com diferenciagdo morfoldgica e
células ativas em 9 dias. Ap6s a diferenciagéo
celular, os queratinocitos foram confirmados pelo
aspecto arredondados e poligonais achatados.
A confluéncia celular foi presenciada no 15° dia.
Apbs o procedimento de passagem foi observado
baixo crescimento e decaimento exponencial da
viabilidade celular, inviabilizando o cultivo celular
dos queratinécitos no 20° dia. Foi estabelecido
o cultivo de queratinécitos de origem primaria
a partir de bulbo capilar humano a fim de
disponibilizar para estudos farmacolégicos e
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microbiolégicos in vitro.
PALAVRAS-CHAVE: Pele humana, cultura primaria, cultura de queratinécitos, monocultura,
diferenciacao celular.

PRIMARY KERATINOCYTE CULTURE FROM THE HUMAN CAPILLARY BULB

ABSTRACT: In the cellular constitution of the epidermis, keratinocytes have the main function
of epithelial renewal, with the hair bulb being a constant source of germinative keratinocytes.
The use of primary culture, such as keratinocytes, many of the original characteristics are
preserved, thus providing results closer to the physiological of the original tissue. This study
aims to culture keratinocytes of primary origin from the human hair bulb. After extraction and
collection of hair bulbs from volunteers, they were placed in a 15 ml falcon tube containing
a phosphate-saline buffer solution supplemented with antimicrobials. The sample was
centrifuged, resuspended in trypsin and incubated at 37 ‘C for 5 min. After obtaining the
cell pellet, they were resuspended in modified Eagle culture medium supplemented with
antimicrobials. The cells were seeded in a 24-well plate at 37 ‘C with 5% CO2. Every 72
hours the cells and the culture medium changed were observed. After the confluence of 80%,
the first passage was performed and so on, daily following its morphology until the fibroblasts
became unfeasible. It was possible to isolate and grow keratinocytes with morphological
differentiation and active cells in 9 days. After cell differentiation, keratinocytes were confirmed
by the rounded and flattened polygonal appearance. Cellular confluence was seen on the
15th day. After the passage procedure, low growth and exponential decay of cell viability was
observed, making the cell culture of keratinocytes unfeasible on the 20th day. The cultivation
of keratinocytes of primary origin from the human hair bulb was established in order to make
it available for pharmacological and microbiological studies in vitro.

KEYWORD: Human skin, primary culture, keratinocyte culture, monoculture, cell differentiation

11 INTRODUGAO

Dividida em trés camadas: epiderme, derme e hipoderme, a pele € o nosso maior
orgdo. Na camada mais externa da pele, a epiderme é formada predominantemente de
queratindcitos, nela também se encontram outras linhagens celulares como os melanécitos,
células de Merkel e as células de Langerhans (Shirshin et al., 2017; Ter Horst et al., 2018;
Nguyen et al.,, 2019). Conforme o0s queratinOcitos avangam no processo de migracao
epitelial, eles sofrem sucessivas modificaces celulares caracterizando os varios estratos
epiteliais: basal, espinhoso, granuloso, lucido e corneo (Ter Horst et al., 2018).

Os queratinécitos advindos do estrato basal, deslocam-se sentido a superficie
epitelial, provendo um sistema dindmico ao epitélio (Da Silva et al., 2013), pois, este estrato
de células germinativa perpetua o ciclo epidérmico de queratindcitos e sua homeostase
(Taub e Pham, 2018). O estrato espinhoso é composto de queratinécitos poliédricos
arredondados que, ao migrarem para a superficie, tornam-se mais planos e achatados. E
este estrato que confere a pele resisténcia e flexibilidade, devido aos queratindcitos estarem

Ciéncias da Saude no Brasil: Impasses e Desafios 8 Capitulo 21 m


https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1016/j.addr.2017.06.012
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1016/j.fsc.2018.06.004
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1016/j.fsc.2018.06.004

agrupados firmemente (Tortora e Derrickson., 2016). O estrato granuloso é formado de
queratindcitos achatados, tem aproximadamente cinco camadas e se encontra na regiao
mediana da epiderme (Tortora e Derrickson., 2016). O estrato lucido, constituido de trés
a cinco camadas de células pavimentosas, translicidas e anucleadas, € responsavel pela
producdo de eleidina além da queratina (Souza et al., 2009). Este estrato é especifico
de algumas regides do nosso corpo, esta presente apenas nas pontas dos dedos, palma
da maos e plantas dos pés (Tortora e Derrickson., 2016). O Ultimo estrato o corneo, é
constituido de 25 a 30 camadas de células queratinizadas achatadas e anucleadas (os
cornedcitos), que sofrem um processo de descamacgéo e substituicdo gradual e equilibrada
pela proliferacdo de células basais (Souza et al., 2009; Tortora e Derrickson., 2016),
conhecido como processo turnover.

Debaixo da epiderme se encontra a derme, nesta camada também ha uma
subdivisdo denominada de estrato papilar e estrato reticular. O estrato mais estreito é o
papilar, pois, este contém capilares que transportam facilmente os nutrientes ao epitélio. O
estrato reticular € mais espesso, pois, nele se concentra uma densa quantidade de fibras de
colagenos e reticulares, bem como se encontram todos 0s anexos do epitélio como foliculos
capilares, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas (Shirshin et al., 2017; Nguyen et
al., 2019). Os fibroblastos séo as células predominante desta camada, além de encontrar
células imunitarias (macrofagos, linfécitos e mastocitos) e miofibroblastos. Mas, séo as
células fibroblasticas que produzem matriz extracelular rica em colageno, proteoglicanos e
fibras elasticas, estas fornecendo a integridade estrutural da derme (Ter Horst et al., 2018;
Nguyen et al., 2019). Abaixo da derme tem a hipoderme; também conhecido como tecido
subcutaneo, constituida essencialmente de adipocitos e fibrécitos. Esta camada é rica
em proteoglicanos e glicosaminoglicanos, ela pode funcionar como um 6rgéao endécrino e
ajudar na homeostase da glicose e o metabolismo lipidico, além de armazenar energia na
forma de acidos graxos (Wong et al., 2016; Nguyen et al., 2019; Rodrigues et al., 2019).

Além da divisao de estratos, a epiderme também ¢é composta de varios
compartimentos auto renovaveis como células progenitoras de queratinécitos do foliculo
piloso, células progenitoras de melanécitos, células-tronco nervosas na pele, células-
tronco na glandula écrina, precursores derivados da pele localizados em as células-tronco
da papila dérmica e as células-tronco pluripotentes associadas ao foliculo piloso (Amoh e
Hoffman, 2017). O foliculo piloso também é considerado um érgéo auto-renovavel, pois, é
composto basicamente de células epiteliais (queratindcitos) e compartimentos dérmicos
de células fibroblasticas. Esta interagéo acontece de maneira completamente auténoma e
considerado um arquétipo na relacdo dessas células epiteliais e mesenquimais (Malgouries
et al., 2008). No desenvolvimento do foliculo piloso, juncdes celulares de fibroblastos
especializados provindos da derme, sinalizam aos queratindcitos germinativos basais a se
multiplicarem e migrarem para as camadas mais profundas (derme), formalizando assim os

foliculos pilosos préoxima do 14° dia de gestagdo embrionario (Vandamme e Berx., 2019).
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Uma vez desenvolvido, o foliculo piloso é dividido em alguns compartimentos
principais: haste capilar composto por trés camadas: medula, o cértex e a cuticula. Bainha
da raiz interna e bainha da raiz externa que envolve o eixo do pelo, queratinécitos da
matriz capilar em diferentes estagios de diferenciacéo, papila dérmica e uma camada de
tecido conjuntivo que envolve todo foliculo piloso (Malgouries et al., 2008; Habif, 2015).
Outras estruturas também estédo associadas ao foliculo piloso como o musculo eretor do
pelo, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas (Ji et al., 2017; Vandamme e Berx.,
2019). Sendo o principal objeto desse estudo, o bulbo capilar &€ descrito como sendo a
base do foliculo piloso, esta estrutura é formada por diversas células progenitoras que
se multiplicam ativamente (Blume-Peytavi e Vogt, 2011). As células progenitoras dos
queratinocitos e melandcitos diferenciam-se apenas nessas linhagens celulares, mas, as
células da papila dérmica, uma estrutura em forma de chama na base do foliculo piloso,
podem se diferenciar em varios tipos de células (Amoh e Hoffman, 2017; Topouzi et al.,
2017).

O grande desafio da pesquisa no passado, foi conseguir mimetizar in vitro as
condi¢bes in vivo das células fora do seu tecido origem, principalmente em se tratando
de células humanas (Beskow et al., 2016). Apés o éxito de Harrison et al., (1907) ter
conseguido cultivar células animais ndo humanas in vitro em um modelo de monocamada
bidimensional (2D), o cultivo de células humana foi possivel somente na década de 50 por
Dr. George Gey, onde isolou a primeira linhagem celular humana imortalizada, provinda de
um carcinoma do colo uterino de Henrietta Lacks (Da Costa et al., 2018, Shamirn e Ewald,
2014). Com estes avangos, os ensaios de testes in vitro que utilizam linhagens celulares
modificadas de animais e humanas (Paschoalino et al., 2010), foi amplamente difundido
na pesquisa. Pois, 0s ensaios in vitro apresentam algumas vantagens como delimitar o
namero de variaveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente e de curta
duracéo na maioria deles, bem como serem reprodutiveis, sensiveis e menos onerosos
(Rogero et al., 2003).

No entanto, hd uma grande desvantagem em utilizar linhagens celulares
estabelecidas, pois ao longo do tempo a linhagem celular vai perdendo gradativamente
as suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas do tecido de origem, gerando assim,
resultados discrepantes quando comparado ao fisiolégico verdadeiro do tecido. Por isso,
as células primarias humanas sdo consideradas o padréo ouro para a criacao de modelos
de cultura de células in vitro. Pois, devido a sua origem, eles refletem a funcionalidade
completa do 6rgdo ou tecido humano in vivo e, portanto, fornecem resultados altamente
preditivos em farmacologia e toxicologia in vitro na pesquisa (Zeilinger et al., 2016).
Neste intento, pode se obter células progenitoras de alta atividade mitéticas advindas de
bulbos capilares humanos de foliculo piloso (Guo et al., 2011), provendo assim, o cultivo
de células primarias in vitro que mantém suas caracteristicas fenotipicas do tecido de

origem, propiciando resultados mais fidedignos frente aos ensaios laboratoriais, bem como,
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proporcionar nenhum dano ao doador dessas amostras. Assim, objetivamos desenvolver o
cultivo de queratindcitos de origem primaria a partir de bulbo capilar humano

21 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi conduzida apés a aprovagdo do Comité de Etica em Seres
Humanos (COPEP) da Universidade Estadual de Maringd (UEM) sob o n° CAAE
30759519.1.0000.0104. De acordo com as normas do COPEP-UEM e aos critérios de
incluséo (individuos maiores de 18 anos, saudaveis e sem qualquer patologia relacionada
a pele e seus anexos), os voluntarios foram recrutados e coletadas amostras do bulbo
capilar da panturrilha da perna direita ou esquerda de voluntarios do sexo feminino e/
ou masculino apés consentirem da participag@o nesta pesquisa e assinarem o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), com o mais absoluto sigilo e confidencialidade,
de modo a preservar a identidade dos voluntarios. Estas amostras foram obtidas no
ambiente laboratorial, através de uma Unica remocéao realizada por depilagdo com cera fria
em uma area aproximadamente de 8 x 8 cm?. A antissepsia do sitio anatémico foi realizada
previamente com agua e detergente neutro promovendo friccdo mecanica, secando com
gazes estéreis e posteriormente realizando assepsia com alcool etilico hidratado (70%).

Para a obtengéo e isolamento dos queratinécitos, a metodologia utilizada foi adaptada
conforme descrito por Guo et al., (2011) e Yang e Xu, (2016). Apés a coleta dos pelos pela
depilagéo, a cera contendo os pelos, foi submetida a esterilizagdo com luz UV durante
15 min. Os bulbos capilares foram removidos com auxilio de pingas cirrgicas estéreis e
transferidos para uma solugédo tampéo de fosfato-salina (PBS) 0,01 mol/L, pH 7,4 com 1%
de penicilina-estreptomicina (Pen/Strep; Gibco, Grand Island, NY, EUA) e anfotericina B
(ANF B; Gibco, Grand Island, NY, EUA). O tubo contendo a amostra foi centrifugado por 7
min a 3500 RPM, o sobrenadante descartado, o precipitado foi ressuspenso com enzima
tripsina (Trypsin-EDTA; Life Technologies, Itapevi, BR) e incubado em banho-maria a 37
°C durante 5 min, intercalando com agitagdo durante 1 min. Apds 30 min, foi acrescentado
PBS, centrifugado por mais 7 min a 3500 RPM e descartado o sobrenadante.
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Figura 1 - Imagem ilustrativa do processo por extragdo enzimatica e mecanico para obtencéo
de células progenitoras de queratinécitos do bulbo capilar humano.

As células foram ressuspensas em com meio de cultivo modificado de Eagle
(DMEM) suplementado com antimicrobianos e contadas em camara de Neubauer as vivas
e mortas marcadas com solug¢éo azul de tripan 0,4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
e ajustadas em meio DMEM a uma concentragéo de 1 x 10° células/mL. Um total de 1 mL
foi transferido para cada po¢o em uma placa de cultivo celular de 24 pocos (KASVI, Séao
José dos Pinhais, PR, BR) e incubadas a 37 °C com 5% de CO,. A cada 72 horas trocado o
meio de cultivo celular e observado sua confluéncia, sempre observando as caracteristicas
morfoldégicas em microscopio optico invertido (Figura 3).

Acada confluéncia as células foram transferidas para um novo pogo e avaliadas suas
caracteristicas morfolégicas tipicas de queratinocitos e de crescimento celular observando
o tempo maximo de passagens, sem alteracoes morfoldgicas e de tempo de crescimento.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Varias metodologias ja disponibilizadas na atualidade, utilizam linhagens celulares
humanas e animais provindos de células imortalizadas e/ou carcinogénicas em sua grande
maioria. Ao decorrer da replicagéo celular e prolongada utilizagdo, estas linhagens vao
perdendo suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas importantes da fisiologia celular
de origem, assim, nado reproduzindo precisamente a resultados da fisiologia humana. Na
tentativa de desenvolver novas ferramentas metodologicas, o cultivo de queratindcitos
primario proporciona novas avaliagdes celulares mais proximas da fisiologia in vivo. Pois, o
cultivo primario celular conserva muitas das suas caracteristicas fenotipicas, genotipicas e
funcdes metabdlicas do tecido de origem, obtendo assim, resultados mais fidedignos para
diferentes aplicabilidades, como estudos microbiolégicos, farmacologicos e ainda para o
desenvolvimento de tecido reconstituido in vitro (Wang et al., 2002; Alves et al., 2010). No
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presente estudo, foi possivel isolar e cultivar células de queratindcitos, obtidas a partir do
bulbo do foliculo piloso humano, com diferenciacdo morfolégica e células ativas.

O método desenvolvido para a obtencéo de queratinécitos a partir do foliculo piloso
de pelos humano a partir de depilacao foi simples e eficiente. Frequentemente a obtencéo
dessas amostras sao realizadas por técnicas mais morosas e onerosas, 0 que exige todo
um aparato médico e fisico especifico e controlado. Geralmente sdo utilizadas doacdes
de pele de couro cabeludo adulto nos procedimentos de cirurgias plasticas, tecidos do
couro cabeludo fetal dentre outros (Yu et al., 2006; Yu et al., 2010; Yang e Xu, 2016),
0 que acaba gerando um certo desconforto a determinados voluntarios. A utilizagdo da
técnica de depilagcdo é amplamente utilizada em clinicas de estética, sendo minimamente
invasiva, rapida, facil, simples e econémica. Além de proporcionar maior aderéncia aos
voluntarios neste estudo bem como obter um maior nimero de amostragem por nao
envolver procedimentos médicos como; cirurgias, bidpsias ou aplicagcdes de anestésicos.

Em relagéo ao isolamento dos queratinécitos, a partir da observacao diaria do cultivo
celular, no 3° e 4° dia, houve em baixa quantidade, a proliferagéo e formacgéo de pequenos
agregados celulares (Figura 2). O bulbo capilar do foliculo piloso humano contém células-
tronco epiteliais adultas, estas células se proliferam como uma morfologia especifica de
esferas, podendo ser precursoras de varias outras linhagens celulares epidérmicas bem
como serem capazes de desenvolver a epiderme interfolicular, as estruturas dos foliculos
capilares e as glandulas sebaceas (Yu et al., 2006). Assim, estes agregados de células
podem estar diretamente correlacionados as células-tronco pluripotentes do foliculo
piloso, formada no periodo embrionério e presente permanentemente em adultos humano,
podendo ser capazes de auto renovagdo com divisdo celular assimétrica in vitro (Yang e
Xu, 2016; Yu et al., 2010; Yu et al., 2006; Li et al., 2003). Entretanto, apés a tentativa de
remover artefatos do meio de cultivo celular pela a troca de meio de cultivo, ndo houve mais
estas formacdes celulares.

Figura 2 - (A, B e C - setas pretas) proliferacéo de células redondas pequenas formando
pequenos agregados em suspensao. (A - seta branca) bulbo capilar do foliculo piloso. (A - seta
listrada) foliculo piloso.
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E fundamental que se utilize um meio especifico de cultivo celular para estas células
progenitoras de queratinécitos e demais linhagens epiteliais, assim, sendo possivel isolar e
expandir estas células-tronco de conformacao esférica a partir de bulbo capilares humanos
(Yu et al., 2006). Guo et al., (2011) recomenda em seu trabalho a adicdo de pequenas
quantidades de meio de cultivo celular, e que se evite a manipulacéo constante da placa
de cultivo celular até que as células do que formam o bulbo capilar se estabelecam. Em
nosso estudo seguimos tais recomendacgdes, porém, ao incluir a realizacao de “lavagem”
das células para retirar os artefatos, possivelmente foi perdido tais linhagens celulares, as
quais nao foram evidenciadas nos cultivos celulares subsequentes.

A adeséo celular de queratindcitos na base da placa de cultura celular ocorreu dentro
de 48h, estabelecendo assim a cultura primaria (Fig.3 - A). Foi possivel observar que no
nono dia (Fig.3 - D) as células de queratinécitos, apresentaram diferenciacdo morfologica e
ativas, porém, foram observados dois formatos celulares distintos, células fusiformes (Fig.3
- A, F e G) e células de aspecto cuboides arredondados e poligonais achatados (Fig.3 - B,
C, D, E, F, G, H e ), caracteristicos de queratinécitos diferenciados tipicos do tecido de
origem. Na Fig.3 (B, C, H e I) é possivel observar estruturas fragmentadas de foliculo
pilosos e bulbos capilares inteiricos auxiliando na proliferacdo celular de queratinécitos.
O tempo de cultura inicial para que as células de queratinocitos pudesse atingir cerca de
70% de confluéncia levou pelo menos 15 dias (Fig.2 - H). Apos realizar o procedimento de
passagem celular foi observado baixo crescimento e decaimento exponencial da viabilidade
celular rapidamente, ndo apresentando botdes apoptoéticos, inviabilizando o cultivo celular

dos queratinécitos no 20° dia.
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Figura 2 - Imagem da proliferacéo celular de queratinécitos isolados de bulbo capilar humano

em dias consecutivos, observados em microscopio optico invertido (TS100F Nikon, com fase

em 10X, 20X, 40X com campo claro). (A) 3° dia de cultivo celular. (B) 5° dia de cultivo celular.

(C) 7° dia de cultivo celular. (D) 10° dia de cultivo celular. (E) 11° dia de cultivo celular. (F) 12°

dia de cultivo celular. (G) 14° dia de cultivo celular. (H) 15° dia de cultivo celular e (1) 15° dia de
cultivo celular.

Corroborando com os achados de Zhang et al.,, 2019 e Guo et al.,, 2011, os
queratinoécitos adquiridos do bulbo capilar humano apresentam uma capacidade de
renovacdo podendo ser isoladas e cultivados in vitro, como evidenciado em nosso estudo,
porém, apresentando um tempo de crescimento reduzido. Embora haja na literatura
trabalhos que utilizaram meio de cultivo celular DMEM para queratinécitos provindo
de bulbo capilar in vitro (Yang e Xu, 2016; Yu et al., 2010), é possivel que a utilizagéo
de outros meios especificos ou até mesmo a mistura de meios no cultivo de células de
queratindcitos (Zhang et al., 2019; Yu et al., 2006), possa prolongar por um tempo maior
a proliferacéo e sua diferenciacdo celular. Assim, propiciando em tempo habil a utilizacédo
desses queratindcitos primarios em diversos ensaios clinicos de curta e média duracéo.

Embora tenhamos obtido éxito no cultivo celular de queratinécitos provindo de bulbo
capilar humano, observamos algumas limitacdes como a utilizagédo de meio ndo especifico
para queratindcitos e atroca constante do meio de cultivo. Estes fatores, podem ter dificultado
a proliferacao e diferenciagéo celular, a perda de linhagens de células-tronco epidérmicas,
bem como ter reduzido o tempo de cultivo. No entanto, foi possivel por meio de uma técnica
simples e em meio de cultura usual de um laboratério de cultura de células, isolar e cultivar
em até 20 dias queratinOcitos. Assim, a obtencdo de queratinécitos dos bulbos de pelos
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obtidos por depilacdo foi simples, facil e reprodutivel. Diversos sitios anatémicos podem
ser vistos e analisados como um potencial material de amostra, sem ocasionar lesées ou
proporcionar qualquer dano ou desconforto ao voluntario, obtendo assim, células primarias

de queratinécitos bem como outras linhagens de células epidérmicas observadas.

41 CONCLUSOES

Em conclusédo, nosso trabalho demonstra que a metodologia desenvolvida e
utilizada na extracdo do foliculo piloso humano, tém excelente potencial pelo seu baixo
custo, sua praticidade e simplicidade na obtencédo de amostras celulares. Pois, possibilita
obter amostragem em sitio anatémico diferenciado, além de proporcionar um menor
desconforto aos voluntarios que participaram deste estudo. Evidenciamos que o bulbo
capilar do foliculo piloso pode ser utilizado como fonte na obtengdo de queratindcitos
primarios, podendo ser isolados e cultivados. Também foi observado provaveis células-
tronco epiteliais com formato esféricas aglomeradas. Assim, conclui-se que a metodologia
de extracdo utilizada neste trabalho, demonstrou ser uma metodologia interessante para
obter células de queratinécitos primaria, rapida, de facil acesso e baixo custo.
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