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RESUMO
Na hanseníase as úlceras podem surgir, principalmen-
te, pelo fato de existirem áreas anestésicas, que com 
facilidade podem ser traumatizadas, queimadas e se-
cundariamente infectadas. Este estudo teve por obje-
tivo tratar as úlceras de membro inferior de pacientes 
com seqüelas de hanseníase por meio do implante de 
queratinócitos autólogos. Participaram 14 pacientes, 
sendo seis com uma única úlcera, quatro com mais de 
uma úlcera no mesmo membro inferior e quatro com 
úlceras nos dois membros, totalizando 31 úlceras. Um 
fragmento de pele sadia foi coletado e submetido à 
digestão enzimática para obtenção dos queratinócitos, 
que foram cultivados em meio específico, por quatro 
semanas.  Os queratinócitos foram implantados nas úl-
ceras em associação com cola de fibrina, as quais fo-
ram acompanhadas semanalmente, por dois meses. As 
úlceras cujas medidas eram ≤ a 9,0 cm de altura x 5,0 
cm de largura (total de 23 úlceras) tiveram redução de 
tamanho em 68,8 ± 27,1%, sendo que nove delas apre-
sentaram cicatrização total; àquelas com tamanho su-

perior a esta medida diminuíram 50,0 ± 31,9%, sendo 
que duas cicatrizaram totalmente. Assim, o implante de 
queratinócitos autólogos em associação com cola de 
fibrina se mostrou eficaz na cicatrização e/ou redução 
do tamanho das úlceras e constitui mais uma opção de 
tratamento para úlceras de pacientes com seqüelas de 
hanseníase.
Palavras-chave: hanseníase; queratinócitos; úlceras; 
cola de fibrina.

INTRODUÇÃO
As úlceras cutâneas, particularmente as de membros 

inferiores, independentemente de sua etiologia cau-
sam grande sofrimento e comprometem, sobretudo, a 
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IMPLANTE DE QUERATINÓCITOS 
AUTÓLOGOS EM ÚLCERAS DE 
MEMBROS INFERIORES DE PACIENTES 
COM SEQÜELAS DE HANSENÍASE
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qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares.1 
Os membros inferiores são locais de diferentes tipos de 
úlceras devido ao fato de estarem expostos, com fre-
qüência, a traumas e por terem uma circulação dificul-
tada pela postura ereta do ser humano. Em particular, 
com relação à hanseníase, as úlceras podem surgir, prin-
cipalmente, pelo fato de existirem áreas anestésicas, 
que com facilidade podem ser traumatizadas, queima-
das e secundariamente infectadas.2 

Segundo De Las Aguas,3 em torno de 1,8 milhões de 
pacientes com hanseníase apresentam incapacidades 
físicas e muitos deles possuem úlceras recorrentes em 
membros inferiores. Na forma virchoviana, entretanto, 
as úlceras assumem um aspecto particular, pois nesses 
pacientes a pele das pernas apresenta-se infiltrada de 
maneira mais ou menos intensa e pode haver a presen-
ça de pápulas, nódulos e hansenomas. Tanto as infil-
trações difusas, como os hansenomas, podem ulcerar 
devido ao bloqueio dos vasos sangüíneos pelo infil-
trado inflamatório que contêm grande quantidade de 
macrófagos com bacilos no seu interior. Também nessa 
forma da hanseníase, nos casos avançados, as veias su-
perficiais podem estar completamente obstruídas pelo 
infiltrado virchoviano, chegando a ocorrer uma panfle-
bite específica. Além disso, há freqüentemente altera-
ções neurológicas nos membros inferiores, levando ao 
comprometimento da sudorese da região e certo grau 
de alteração da circulação nos pequenos vasos dérmi-
cos, o que contribui para o aparecimento de úlceras.2

O tratamento cirúrgico das úlceras inclui os auto-en-
xertos que, muitas vezes, requer grandes extensões de 
pele da área doadora, limitando, assim, o seu emprego. 
Através de avanços tecnológicos, tornou-se possível o 
cultivo em laboratório de quantidades teoricamente ili-
mitadas de um substituto cutâneo, a partir de uma pe-
quena amostra de pele.4-6 Neste sentido, pesquisadores 
têm empregado, com sucesso, queratinócitos obtidos 
de cultura na restauração de lesões de pele.4, 7, 8 Estas 
células podem ser cultivadas sobre um substrato, que 
pode ser derme humana acelular ou filme transparen-
te, flexível e não-reativo, ou ainda, as células podem ser 
cultivadas isoladamente e após, serem implantadas so-
bre as úlceras juntamente com cola de fibrina.7, 9, 10

Para o tratamento das úlceras em pacientes com 
hanseníase deve-se levar em consideração que se trata 
de um processo multifatorial. Assim, o tratamento deve 
se basear na identificação destes fatores e na sua elimi-
nação. Apesar de existirem muitas substâncias tópicas, 
coberturas sofisticadas e técnicas cirúrgicas diversas, o 
tratamento deve ser multidisciplinar e individualizado. 
Deste modo, este estudo teve por finalidade empregar 
uma técnica alternativa para o tratamento das úlceras 
de membros inferiores de pacientes com seqüelas de 
hanseníase visando à cicatrização das mesmas.

MATERIAL E MÉTODOS
Casuística: participaram deste estudo 14 pacientes 
com úlceras crônicas de membros inferiores atendidos 
no ambulatório do Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru 
(SP), no período compreendido entre Março/2007 e Fe-
vereiro/2009. Dos 14 pacientes, 10 (71%) eram do sexo 
masculino com idades variando de 28 a 74 anos (média 
de 51 anos) e quatro (29%) eram do sexo feminino, com 
idades variando de 55 a 75 anos (média de 63 anos). 
Todos os pacientes já haviam concluído o tratamento 
específico para hanseníase e apresentavam seqüelas da 
doença; destes, nove tiveram a forma clínica virchovia-
na e cinco eram dimorfos. O tempo médio de evolução 
das úlceras foi de 10,5 anos, sendo 10 anos para o sexo 
masculino e 11 anos para o feminino. Dos 14 pacientes 
avaliados, seis apresentavam uma única úlcera, quatro 
apresentavam mais de uma úlcera no mesmo membro 
inferior e quatro pacientes apresentavam úlceras nos 
dois membros, totalizando 31 úlceras. Como critério 
de inclusão, os pacientes não apresentavam compro-
metimento arterial no membro inferior acometido pela 
úlcera. Antes de receberem o implante, as úlceras foram 
avaliadas e preparadas de modo que não estivessem in-
fectadas e que se procedesse ao debridamento de teci-
dos desvitalizados, se necessário. O estudo foi aprovado 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Lauro de 
Souza Lima. Somente foram incorporados ao estudo os 
pacientes que concordaram em participar da pesquisa 
mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre 
e Esclarecido.

Coleta de pele e preparo das amostras para cul-
tura: um fragmento de pele sadia da região abdomi-
nal foi obtido de cada paciente e submetido à digestão 
enzimática para obtenção dos queratinócitos. Resumi-
damente, as amostras foram lavadas em solução salina 
0,9% acrescida de antibiótico-antimicótico (100 UI/ml 
de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina e  25 µg/
ml de anfotericina B – Gibco, Grand Island, NY, USA) e, 
após a remoção do tecido adiposo, a derme/epiderme 
foi cortada em pequenos fragmentos de 1 a 2 mm. Os 
fragmentos foram colocados em placa de Petri com so-
lução de tripsina-EDTA (Gibco) e incubados por 4 h a 
37ºC em atmosfera com 5% de CO

2
. A seguir, a tripsina 

foi neutralizada pela adição de soro fetal bovino (Gib-
co) e o sobrenadante foi recolhido, filtrado em filtro de 
nylon de 40 µm (BD Falcon, Bedford, MA, USA) e, então, 
centrifugado a 1500 rpm por 10 min. As células foram 
lavadas 1 vez com solução salina 0,9% e o botão celular 
ressuspenso em solução salina. A contagem do número 
total de células foi realizada por meio de uma diluição 
1:2 com corante Turck a 5% em ácido acético glacial a 
4% e sua viabilidade foi determinada mediante uma di-
luição 1:2 com corante azul Tripan a 0,1% em solução 
salina tamponada pH 7,2. 
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Cultura de queratinócitos: a concentração de célu-
las foi ajustada para 1 x 106/ml, em meio de cultura para 
queratinócitos (Keratinocyte-SFM - Gibco), suplemen-
tado com L-glutamina 2mM/ml, 5 ng/ml de fator de 
crescimento epidermal, 50 µg/ml de extrato pituitário 
bovino, soro fetal bovino a 10% e antibióticos penicili-
na (100 UI/ml)-estreptomicina (100 µg/ml). A seguir, as 
células foram plaqueadas em frascos de cultura celular 
de 25 cm2 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e 
incubadas a 37ºC em atmosfera com 5% de CO

2
. Após 

adesão das células, o meio foi removido e substituído 
a cada 2 dias. Quando as culturas de células estavam 
confluentes (cerca de 4 semanas), as células foram re-
movidas dos frascos de cultivo para serem enxertadas 
na úlcera do paciente.

Obtenção dos queratinócitos pós-cultivo: após re-
moção do meio de cultura, foi adicionada solução de 
tripsina-EDTA. Os frascos foram incubados a 37ºC com 
atmosfera de 5% de CO

2
 por 5 min e, em seguida, a 

tripsina foi neutralizada com soro fetal bovino. Os que-
ratinócitos foram recolhidos, centrifugados e lavados, 
1 vez, com solução salina 0,9%; após este procedimen-
to, foram ressuspensos em 1 ml de trombina  (um dos 
componentes do kit da cola de fibrina),  e o número 
total de células e sua viabilidade foram novamente de-
terminados. Após reconstituição do fibrinogênio, outro 
componente da cola de fibrina, o kit de aplicação (Con-
junto Pantaject®) estava pronto para ser aplicado sobre 
a úlcera do paciente.

Implante de queratinócitos nas úlceras: antes dos 
pacientes receberem o implante, as úlceras foram ava-

liadas quanto ao aspecto e tamanho e, em seguida, fo-
ram fotografadas. As células foram enxertadas na úlcera 
em associação com a cola de fibrina (Beriplast®-P, ZBL 
Behring GmbH, Marburg, Germany) e, a seguir, a úlcera 
foi coberta com curativo não aderente Adaptic (John-
son & Johnson) e bota de Unna (ConvaTec, Bristol-Myers 
Squibb, NY, USA), conforme descrito por Phillips et al.11 Foi 
recomendado ao paciente ficar em repouso por 24 h.

Seguimento do paciente: semanalmente, as úlceras 
foram submetidas à limpeza com soro fisiológico 0,9%, 
mensuração do tamanho por meio de régua de papel 
estéril e documentação fotográfica. As úlceras eram co-
bertas com curativo Adaptic e bota de Unna. Os pacien-
tes foram acompanhados por dois meses. O implante 
de células foi repetido em três pacientes com úlcera 
extensa e que concordaram em receber novo implante; 
neste caso os mesmos procedimentos foram realizados 
e a úlcera foi avaliada por mais dois meses empregando 
os mesmos parâmetros.

RESULTADOS
Os resultados do implante de queratinócitos estão 

sumarizados na Tabela 1. Como pode ser observado, as 
úlceras cujas medidas eram ≤ a 9,0 cm de altura x 5,0 
cm de largura (total de 23 úlceras) tiveram redução de 
tamanho em 68,8 ± 27,1% (mediana 64%), sendo que 
nove delas apresentaram cicatrização total; àquelas 
com tamanho superior a esta medida diminuíram 50,0 
± 31,9% (mediana 36%), sendo que duas cicatrizaram 
totalmente. 
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A figura 1 ilustra a úlcera de um paciente antes do 
implante e 2 meses após este procedimento.

O tamanho médio das úlceras antes do implante, no 
sexo masculino, foi de 6,0 x 4,2 cm, enquanto no sexo 
feminino foi de 4,9 x 3,1 cm, não levando em considera-
ção as três úlceras circulares e irregulares. Após 2 meses 
de implante as medidas passaram para 1,8 x 1,7 cm nos 
homens e 1,7 x 1,2 cm nas mulheres, com percentual de 
redução de 65 e 63%, respectivamente.

A associação entre idade dos pacientes e evolução 
das úlceras após 2 meses de implante revelou que a 
cicatrização total ocorreu em 11 pacientes com ida-
des variando de 28 a 68 anos (Tabela 2). Com relação 
ao tempo de evolução das úlceras antes do implante 
e sua evolução pós-implante, os resultados revelaram 
que das 11 úlceras cicatrizadas, cinco delas ocorreram 
em pacientes que possuíam úlceras por um período de 
até 5 anos, duas até 10 anos e quatro em pacientes com 
período maior que 19 anos (Tabela 3). 

Tabela 1 Evolução das úlceras de pacientes com seqüelas de hanseníase após 2 meses do implante de queratinócitos.

Nº. Paciente/
Forma Clínica

Idade
(anos)

Localização/
Nº. de úlceras

Medida Inicial
(altura x largura)

(cm)

Medida Final
(altura x largura)

(cm)
% de Redução

01/HV 74 MIE/02 6,0 x 4,0 
13,5 x 7,5 

2,0 x 1,5
9,0 x 4,5

65
37

02/HV 60 MID/01 5,0 x 3,0 cicatrização 100

03/HD* 56 MIE/01 21,0 (circular e irregular) 16,0 24

04/HV 55 MID/01 11,0 x 4,5 cicatrização 100

05/HD 28 MIE/01 
MID/01

7,5 x 2,0 
14,5 x 10,0 

cicatrização 
7,4 x 5,0

100
50

06/HD 45 MIE/02 1,5 x 2,0 
4,5 x 2,0 

1,0 x 0,8
3,0 x 1,0

47
42

07/HV 65 MID/01 2,0 x 4,0 1,0 x 3,0 38

08/HD 48 MIE/01 10,3 x 7,3 6,5 x 6,0 28

09/HV 75 MIE/01 1,6 x 2,2 1,0 x 0,9 48

10/HD 56 MIE/03
2,0 x 2,0 

12,0 x 2,5 
5,0 x 8,0 

cicatrização
cicatrização

2,5 x 1,8

100
100
64

11/HV* 42

MIE/03

MID/01

3,5 x 0,5 
4,0 x 5,0 
5,0 x 5,0 

16,0 cm (circular)

cicatrização
1,0 x 2,0
2,0 x 2,0

10,5

100
68
60
35

12/HV 62

MIE/04

MID/02

2,0 x 2,5
3,5 x 1,0 
1,5 x 0,8 
3,0 x 1,4 

8,5 x 5,0 
5,5 x 5,0 

cicatrização
cicatrização
cicatrização
cicatrização

2,4 x 3,8
3,5 x 1,8

100
100
100
100

50
50

13/HV* 40

MIE/02

MID/01

2,0 x 3,5
3,0 x 3,0 

13,5 cm (circular)

cicatrização
2,0 x 2,0

10,0

100
33

26

14/HV 60 MID/03
6,0 x 2,0 
5,5 x 4,0 
6,2 x 6,0 

3,5 x 1,0
2,8 x 3,0 
5,0 x 3,0

46
37
35

HV= hanseníase virchoviana; HD= hanseníase dimorfa; MID= membro inferior direito; MIE= membro inferior esquerdo.
* paciente submetido a dois implantes de células.
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Figura 1 Úlcera em membro inferior de paciente com seqüela de hanseníase que recebeu implante 
de queratinócitos. A. Antes do implante. B. 2 meses pós-implante – 100% de cicatrização

Tabela 2 Associação entre idade dos pacientes e evolução das 
úlceras em membros inferiores pós-implante em pa-
cientes com seqüelas de hanseníase.

Nº. de Úlceras
Idade 
(anos) Cicatrizadas Diminuídas - % de Redução

28-48 3 9                  43,2
49-68 8 8                  43,0
> 70 0 3                  50,0

Tabela 3 Associação entre tempo de evolução das úlceras 
antes do implante e sua evolução após 2 meses do 
implante em pacientes com seqüelas de hanseníase.

Nº. de Úlceras
Tempo de 
Evolução

(anos)

Cicatrizadas Diminuídas - % de Redução

3-5 5 3                  54,0
8-10 2 9                  41,7
> 19 4 8                  43,1
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Os pacientes que receberam dois implantes apresen-
tavam úlceras extensas e irregulares, envolvendo quase 
que toda a circunferência da perna. Nesses pacientes o 
percentual de redução do tamanho das úlceras foi de 
28%. 

DISCUSSÃO
Tendo em vista que um grande número de pessoas 

com hanseníase, na maioria das vezes já tratadas, pode 
apresentar úlceras em membros inferiores como se-
qüelas da doença, e que, devido à cronicidade dessas 
úlceras, o tempo de cicatrização é longo, realizamos 
este estudo com a finalidade de empregar uma técnica 
alternativa no tratamento de úlceras de membros infe-
riores visando a sua cicatrização.

Neste estudo, a maioria dos pacientes que foram 
submetidos ao implante de células pertencia à forma 
clínica virchoviana (64%). Dados de literatura revelam 
que nossa casuística é semelhante àquelas descritas por 
Siddiqui et al.12 e Salazar et al.13 que encontraram 54,7% 
e 95,4%, respectivamente, de úlceras em pacientes vir-
chovianos. Esses achados devem-se, possivelmente, ao 
fato desses pacientes apresentarem infiltrações difusas 
que ulceram devido ao bloqueio dos vasos sangüíneos 
pelo infiltrado inflamatório, que contem grande quan-
tidade de macrófagos com bacilos no seu interior, bem 
como pelo comprometimento neural nas formas mais 
avançadas da doença.2, 3

Dos pacientes avaliados, 21% apresentavam outras 
doenças sistêmicas associadas, como hipertensão arte-
rial e diabetes mellitus, que poderiam interferir no pro-
cesso de cicatrização. Entretanto, esses pacientes tive-
ram 49% de redução de suas úlceras e a cicatrização de 
cinco delas, discordando dos achados de Nelzén et al.,14  
que verificaram  o agravamento das úlceras de mem-
bros inferiores em pacientes com seqüelas de hansení-
ase  e doenças associadas.

Com relação à idade dos pacientes, pesquisadores 
sugerem que a idade avançada pode ser um dos ele-
mentos que dificultam a cicatrização, contribuindo para 
o agravamento do quadro.15, 16 Em nosso estudo, a faixa 
etária variou de 28 a 75 anos e o percentual de redução 
do tamanho das úlceras foi semelhante em todas as fai-
xas etárias, além disso, o número de úlceras cicatrizadas 
foi elevado na faixa etária de 49 a 68 anos.  Nossos re-
sultados são semelhantes aos descritos por Trier et al.,17 
que não observaram diferença estatística em pacientes 
submetidos a enxertos de diferentes etiologias, nas di-
ferentes faixas etárias. Em estudo semelhante, Ceilley et 
al.18 também não encontraram correlação entre idade 
avançada e não diminuição do diâmetro de feridas pós-
-enxerto.

Ainda considerando o fator idade, Phillips et al.11 re-
lataram que queratinócitos cultivados in vitro, de indi-
víduos acima de 60 anos, crescem mais lentamente e a 

confluência das células na cultura pode não acontecer. 
Eles relataram, também, que a sobrevida é mais curta e 
a resposta a mitógenos é menor e sugeriram que essas 
características tendem a persistir após a enxertia sobre 
o leito da ferida. Em nosso estudo tivemos quatro pa-
cientes com idade acima de 60 anos, sendo que um 
deles teve a cicatrização total de quatro úlceras e nos 
demais o percentual de redução foi de 48%. Quanto ao 
cultivo dos queratinócitos, não observamos diferenças 
em relação às outras culturas de pacientes com idade 
inferior a 60 anos. 

O implante de células da pele tem sido empregado 
em úlceras de diversas etiologias, com sucesso.7, 11, 19 Até 
o momento, não existem relatos na literatura a respei-
to do emprego de células autólogas da pele, cultivadas 
in vitro, no tratamento de úlceras crônicas de pacientes 
com seqüelas de hanseníase. Neste estudo nós opta-
mos por implantar as células, pós-cultivo, diluídas em 
cola de fibrina utilizando, para tanto, um kit comer-
cial conforme metodologia empregada por Siedler & 
Schüller-Petrovic9 e Puzzi et al.10 Esses autores relataram 
sucesso no tratamento de úlcera arteriovenosa e de 
paciente com anemia falciforme, respectivamente, em-
pregando as células ressuspensas neste veículo.

A cola de fibrina é composta pelo fibrinogênio e 
fator XIII reconstituídos em solução de aprotinina, que 
é um agente antifibrinolítico; o outro componente é a 
trombina, reconstituída em cloreto de cálcio, e que leva 
a rápida solidificação da cola. O princípio da cola é ba-
seado no estágio final da coagulação, onde o fibrinogê-
nio e a trombina formam um coágulo de fibrina, estável, 
na presença do fator XIII e íons cálcio.9  

O processo de cicatrização é um evento biológico 
complexo, que envolve a migração e proliferação celu-
lar, angiogênese, remodelamento da matriz extracelu-
lar e reepitelização, além da participação dos fatores de 
crescimento e citocinas.19, 20 Neste contexto, podemos 
citar os fatores de crescimento epidermal (EGF), de fi-
broblastos (FGF), de queratinócitos (KGF) e o derivado 
de plaquetas (PDGF) que estimulam a proliferação e 
diferenciação celular21; além de citocinas pró-inflamató-
rias como a interleucina-1 (IL-1), IL-6 e o fator de necrose 
tumoral-alfa (TNF-α) que estimulam a expressão do KGF 
e a proliferação de queratinócitos e fibroblastos. Alia-
do a isso, a presença do fator transformador de cresci-
mento-beta (TGF-β) é também crucial no processo de 
cicatrização, pois induz a angiogênese, é quimiotático 
para fibroblastos e estimula a síntese de colágeno e de 
fibronectina.19 

Em nosso estudo não avaliamos a participação de ci-
tocinas e dos fatores de crescimento nas úlceras dos pa-
cientes, antes e após a realização do implante. É possível 
que as diferenças observadas na redução ou cicatriza-
ção das úlceras entre um paciente e outro possam estar 
relacionadas a esses fatores e isto poderá ser objeto de 
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estudo futuro.  Cabe salientar que existem estudos su-
gerindo que o tempo de evolução das úlceras pode ser 
um dos fatores que dificulte sua cicatrização, uma vez 
que úlceras crônicas podem ser caracterizadas por altas 
concentrações de enzimas proteolíticas com prevalên-
cia de fibroblastos velhos e com baixa capacidade de 
replicação, além de uma deficiência no recrutamento 
de queratinócitos para cobrir o leito da ferida.19, 22, 23 Em 
nosso estudo, analisando os resultados individualmen-
te, observamos que o tempo de evolução das úlceras 
não parece ter influenciado a redução de tamanho 
ou até mesmo a cicatrização. Esses resultados são se-
melhantes aos obtidos por Kunst15 que também não 
encontrou diferença significativa entre diminuição do 
diâmetro da úlcera e tempo de evolução da mesma em 
pacientes com seqüelas de hanseníase.

No presente estudo, três pacientes que apresenta-
vam úlceras extensas e circulares foram submetidos a 
dois implantes de células e o percentual de redução foi 
de 28%. Julgamos que nos casos de úlceras grandes, 
como essas estudadas por nós, é necessário a realiza-

ção de novos implantes, conforme descrito por Ville-
neuve et al. 7 Esses autores relataram o fechamento de 
uma úlcera com 32 cm2 de área, em paciente com ar-
trite reumatóide, após a realização de quatro implantes 
de células.

Considerando os resultados encontrados neste estu-
do, em que verificamos a cicatrização total de 35,5% das 
úlceras e a redução em até 50% de tamanho de 22,5% 
delas, sugerimos que o implante de queratinócitos au-
tólogos, em associação com cola de fibrina, se mos-
trou eficaz na cicatrização e/ou redução do tamanho 
das úlceras e constitui mais uma opção de tratamento 
para úlceras de membros inferiores de pacientes com 
seqüelas de hanseníase.
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