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Resumo: FUNDAMENTOS: As neoplasias malignas da pele de grandes dimensoes apresentam dificuldades de recons-
trucao apos a excisao.

OpjeTIvO: O objetivo deste estudo foi avaliar a exequibilidade de uma nova proposta de cobertura para feridas
cirurgicas criadas apds a resseccao de grandes tumores cutaneos, a combinagiao da derme acelular humana com
epitélio autélogo cultivado.

MEtopos: A aplicacao dos substitutos de pele foi feita em quatro pacientes com area de implante variando de 33
a 120 cm’. Além da observacio dos resultados clinicos, realizou-se estudo morfolégico para avaliacio da integra-
¢do dos implantes.

Resurmapos: Ceratindcitos autdlogos cultivados foram enxertados em dois pacientes € nio demonstraram integracio. A
derme acelular foi aplicada em quatro pacientes, sendo que em um deles foram feitas duas aplicacdes. Dos cinco implan-
tes de derme acelular realizados, dois nao apresentaram integragao, em dois a integragao foi de 70%, e de 50% no ultimo.
CoNCLUSAO: A cobertura imediata e definitiva de defeitos cirdrgicos através da aplicacao de derme acelular huma-
na combinada com epitélio autélogo cultivado é exeqiiivel. Em oncologia cutinea apenas em situacoes especiais
o uso de substitutos de pele pode ser conveniente no sentido de evitar reconstrugoes mais complexas.
Palavras-chave: Neoplasias cutineas; Pele artificial; Técnicas de cultura de tecidos; Transplante de pele

Abstract: BACKGROUND: Reconstruction difficulties may arise after excision of large malignant skin neoplasms.
OsecTIvE: The objective of this study was to assess the feasibility of a new coverage for surgical wounds following
resection of large skin tumors: a combination of buman acellular dermis with cultured autologous epithelium.
MEeTHODS: The skin substitute was implanted in four patients, one of them received two implants and the area
ranged from 33 to 120 cnt’. Clinical results and morphologic studies were assessed as to implant integration.
Resurrs: Cultured autologous epithelium was grafted in two patients and no integration was observed. The
acellular dermis was applied to four patients. Out of five acellular dermis implants, two did not present integration,
two presented 70% integration and the remaining, 50% integration.

ConcLusion: The immediate and definite coverage of surgical defects by means of application of buman acellu-
lar dermis combined with cultured autologous epithelium is feasible. In skin oncology, the use of skin substi-
tutes might be convenient only in special situations to avoid more complex reconstructions.

Keywords: Skin artificial; Skin neoplasms; Skin transplantation ; Tissue culture techniques
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INTRODUCAO

O coeficiente de incidéncia dos carcinomas
basocelular e espinocelular, a despeito de todas as
campanhas preventivas realizadas nos ultimos anos,
tem aumentado."” A reconstrugio desses tumores ime-
diatamente apo6s a resseccao, pela simples aproxima-
¢a0 das bordas da ferida — fechamento primario — € cer-
tamente o método preferido, porém nem sempre pos-
sivel. As vezes, além do tamanho, a localizacio anato-
mica dificulta o fechamento, mesmo por meio de reta-
lhos ou enxertos. Observam-se também situacoes em
que a presenca de co-morbidades torna-se contra-indi-
cacao relativa a realizacao de cirurgia mais extensa.

As pesquisas na area da bioengenharia tecidual
aplicada a dermatologia tém como objetivo principal
fabricar um equivalente de pele que a possa substituir a
altura. Nesse sentido, a combinacio de células vivas com
matriz extracelular é muito apropriada quando se busca
simular tecido de estrutura e funcio tao complexas
quanto a pele.’ A presenca de qualquer componente
biolégico qualifica o material como substituto de pele;
por sua vez, produtos totalmente sintéticos disponiveis
comercialmente sdo categorizados como curativos.”

As primeiras experiéncias bem-sucedidas com
cultivo de ceratindcitos aconteceram ha mais de 25
anos. Em 1979, Green e cols.,” demonstraram que gran-
de quantidade de epitélio poderia ser produzida a par-
tir de pequena biopsia de pele, em curto espaco de
tempo. As pesquisas envolvendo a aplicabilidade clini-
ca dos ceratindcitos autologos cultivados (QAC), sobre-
tudo em pacientes queimados, demonstraram resulta-
dos heterogéneos. Quando ceratindcitos cultivados sao
enxertados isoladamente, observam-se dificuldades de
manipulacio e integracao, sendo mais apropriado res-
tringir a utilizacao da epiderme isolada a areas cruentas
que contenham derme na profundidade.’

Na fabricacio de substituto de pele, o tipo de
analogo dérmico incorporado ao composto pode
influenciar a subseqiiente funcionalidade do produto.
Na busca de um componente dérmico para melhor
ambientagao dos ceratindcitos no substituto, a derme
humana mostrou-se a mais eficaz. De acordo com o
método usado em seu processamento, alcanga-se a
acelularizacao, com preservacao da matriz e das protei-
nas da membrana basal. Assim, a adesao e proliferacao
dos ceratindcitos tornam-se facilitadas, e a interface de
padrio papilar com o substrato dérmico é mantida.’

Os substitutos de pele assumem papel relevan-
te na reducdao da morbimortalidade dos grandes quei-
mados. No entanto, seu uso vem sendo estendido a
outras enfermidades antes nao aventadas como condi-
coOes essenciais a essa aplicacio, como as ulceras de
perna,’ a epidermdlise bolhosa,’ o vitiligo" e os defei-
tos cirargicos oriundos da resseccio de neoplasias
cutineas.'""
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O uso de derme acelular humana (DAH) asso-
ciada aos QAC ¢é objeto de pesquisa em vitimas de
queimaduras. Entretanto, até o presente momento,
nenhuma publicagio trata da aplicacao desses substi-
tutos em oncologia cutanea. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a exequibilidade da combinacio da DAH
com QAC na cobertura de feridas cirargicas criadas
apos a resseccao de tumores cutineos, analisando seu
desempenho diante das peculiaridades préprias dessa
condicao clinica. Além da observacao dos resultados
clinicos, realizou-se estudo morfolégico para avalia-
¢do da integracao dos implantes.

MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados para o estudo pacientes
portadores de neoplasias cutdneas cujos defeitos
cirirgicos a serem restaurados fossem de dificil
reconstrucio e que, caso cicatrizassem por segunda
intengio, nao trouxessem prejuizo aos mesmos. Fazia
parte dos critérios de exclusao a presenca de tumores
localizados na face ou tumores infiltrativos com inva-
sao de planos profundos e de qualquer disfuncao que
viesse a prejudicar a cicatrizacao.

A aplicacao do substituto foi programada para
ser feita em duas etapas. A primeira foi constituida de
implante da DAH sobre o leito da ferida cirtrgica, e a
segunda, de enxertia de QAC, cinco dias apds a pri-
meira. O curativo primario foi realizado com material
poroso € nao aderente (Adaptic®/Jonhson’s), que
permite a drenagem do exudato da ferida. Por fim, a
area tratada foi imobilizada por curativo compressivo.
A primeira troca dos curativos foi inicialmente progra-
mada para ocorrer no quinto dia apds cada etapa
cirargica e aumentar em freqiéncia a medida que bar-
reira mais forte se desenvolvesse no local de implan-
tacao dos substitutos. O acompanhamento dos
pacientes foi semanal até a completa cicatrizagao das
feridas. A cada consulta pés-operatéria a ferida cirtr-
gica foi fotografada e submetida a limpeza e curativo.

Preparo de derme acelular humana

Utilizou-se pele humana normal, obtida de doa-
dores de 6rgaos, seguindo todo o protocolo do pro-
grama Rio Transplante. Sua retirada aconteceu em
centro cirargico, sob condicoes assépticas, usando o
dermatomo de Paget. Ao chegar ao Banco de Células
do Rio de Janeiro, na Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), a pele foi lavada (de trés a quatro
vezes) com soluc¢ao tampao fosfatada (PBS), adiciona-
da de ciprofloxacina 5ug/ml e anfotericina 1ug/ml e
incubada em glicerol 50% em PBS durante quatro
horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, imer-
sa em glicerol 85% em PBS durante quatro horas, a
temperatura ambiente, sendo o mesmo procedimento
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repetido com glicerol 98% em PBS durante 40 horas.
Na sequéncia, foi submetida a processo de secagem,
sendo removido todo o excesso do glicerol, e embala-
da em grau cirtrgico para ser esterilizada em 6xido de
etileno. Posteriormente, a pele sofreu processo de rei-
dratacio em PBS adicionado de ciprofloxacina 5ig/ml
e anfotericina 1ug/ml durante 48 horas a 37°C e foi
incubada em cloreto de s6dio 1M durante 6-8 horas a
37°C. Finalmente, a epiderme pdde ser removida com
auxilio de escova de dente estéril, e a derme acelulari-
zada foi lavada e armazenada em PBS na geladeira,
pronta para uso clinico (Figura 1). Esse preparo de
derme acelular, a partir de pele cadavérica fresca,
segue o método descrito por Chakrabarty e cols. em
1999," com leves modificacoes.

Preparo do epitélio cultivado

De acordo com o protocolo de Green e cols.,’
coletou-se biopsia de pele de aproximadamente
1-2cm’ dos pacientes, cerca de trés semanas antes da
data provavel da cirurgia. Chegando ao laboratério, o
fragmento de pele passou por dissociagio mecinica,
separando derme e epiderme. A fracao epidérmica foi
cortada em fragmentos de 2 a 3mm’, passando para a
etapa seguinte, de dissociacao quimica pela tripsina
0,3% com EDTA 0,02% em solugio salina balanceada.
Acrescentou-se também ciprofloxacina e anfotericina,
ficando o material incubado em geladeira a 4°C, por
periodo variavel de 18 a 20 horas. Uma segunda disso-
ciacao foi realizada no dia seguinte por apenas 40
minutos, a 37°C, em banho-maria com agitagio orbi-
tal. Os ceratindcitos dissociados foram coletados, cen-
trifugados, quantificados e plaqueados nas garrafas de
cultivo, juntamente com células 3T3 irradiadas, ser-
vindo como camada alimentadora. Utilizou-se para
cultivo o meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), contendo o meio F12 de HAM (3:1), suple-

{

FIGURA 1: Derme acelular no momento da aplicaciao

mentado com insulina (5ug/ml), L-glutamina (4mM/1),
toxina colérica (10-10M), transferrina (5ug/ml), hidro-
cortisona (0,4ug/ml), T3 (Triiodotironina — 2x10-9 M),
anfotericina B (1ug/ml) e ciprofloxacina (2ug/ml). Os
ceratinoécitos confluiram, ocupando, ao final do perio-
do de cultivo, toda a extensao da garrafa. A lamina de
ceratinocitos foi entao descolada da garrafa, pelo uso
da enzima dispase, sendo fixada sobre gaze nao ade-
rente (Adaptic®/Jonhson’s) com clipes cirurgicos
(Ligaclip®/Ethicon ), estando pronta para ser aplicada
(Figura 2).

RESULTADOS

A utilizagao do substituto foi realizada em qua-
tro pacientes portadores de neoplasias cutaneas com
idade variando de 40 a 69 anos, todos do sexo mascu-
lino. O tempo de evolucao das lesoes, do surgimento
a data da cirurgia, variou de trés a 22 anos. A area de
resseccao, incluindo a margem de seguranca, variou
de 33 a 120cm’. Dois pacientes foram submetidos ao
implante de DAH e, em seguida, de QAC em tempos
distintos. Em um deles a DAH foi ampliada por expan-
sor de enxerto antes de sua aplicagio, assumindo a
forma de malha. Os outros dois pacientes foram sub-
metidos a aplicacio de DAH em malha seguida de
enxerto fino em malha em tempo Gnico. Os enxertos
foram extraidos com dermatomo de Paget da regiao
anterior da coxa, que serviu de area doadora para
ambos os pacientes.

Em resumo, trés enxertos de QAC foram feitos
em dois pacientes € nao demonstraram integraciao. A
derme acelular foi aplicada em quatro pacientes,
tendo em um deles sido feitas duas aplicacoes. Dos
cinco implantes de derme acelular realizados, dois
ndo apresentaram integragao. Dos outros trés, a inte-
gracao foi de 70% em dois pacientes e de apenas 50%
no ultimo. (Quadro 1)

FIGUra 2: Epiderme cultivada presa ao Adaptic®, pronta para ser
enxertada
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Quabpro 1: demonstrativo dos resultados

Pacientes Cobertura inicialmente Desfecho Alternativa Periodo entre a
proposta proposta exérese da neoplasia e
a completa reepitelizacio
em dias
1 derme acelular + perda do substituto enxerto de 35
ceratindcitos autélogos espessura total
cultivados
2 derme acelular em perda da derme no enxerto fino 91
malha + ceratindcitos primeiro implante; em malha
autoélogos cultivados integracdo de 70%
da derme no segundo
implante; perda da
cultura de células
3 derme acelular em integracdo de 70% cicatriza¢dao por 35
malha + auto-enxerto do implante segunda intencao
fino em malha
4 derme acelular humana integracdo de 50% cicatrizagao por 120
em malha + auto-enxerto do implante segunda intencao
fino em malha

Os defeitos cirargicos foram totalmente repa-
rados, e o uso dos substitutos nao trouxe conse-
quéncias negativas ou graves aos pacientes. O tempo
requerido para que se completasse a reepitelizacao
foi longo, e o fechamento das feridas se processou
de forma semelhante a cicatrizacio por segunda
intencdo, com média de 70 dias. O numero de cura-
tivos com necessidade de supervisio médica também
foi elevado, principalmente no primeiro més apos o
implante.

Sob o ponto de vista cosmético, as alteracoes de
cor e textura, se comparadas a pele nativa, foram ini-
cialmente bastante evidentes. Naqueles pacientes que
se mantiveram em acompanhamento por periodo
mais prolongado, o remodelamento da cicatriz pode
ser observado, havendo melhora de seu aspecto cos-
mético. No entanto, a capacidade de distensao da area
tratada manteve-se reduzida e com funcao de barreira
prejudicada.

Analises morfologicas, realizadas dentro dos
dois primeiros meses nas dreas em que ocorreu inte-
gracdo da derme acelular em malha sobreposta por
enxerto fino em malha, revelaram trama colagénica
mais frouxa com infiltrado inflamatério linfocitario
focal e reconstituicao do epitélio. Apds quatro meses,
o aspecto histolégico da ferida ficou semelhante ao da
pele normal, estando a trama colagénica uniforme e
sem inflamagio.
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DISCUSSAO

Realizou-se estudo em feridas cirdrgicas utili-
zando, inicialmente, forma de substituicio cutinea
considerada bem préxima da composicao da pele nor-
mal, DAH sobreposta por QAC. Os dois substitutos
sao incorporados de modo definitivo ao tecido cicatri-
cial. A funcao da derme acelular é basicamente rege-
neracao dérmica. Por possuir pouco efeito de barrei-
ra, seu uso foi combinado com enxerto de epitélio
autélogo cultivado.

A integracao da derme acelular segue os mes-
mos principios relativos a integracio dos enxertos de
pele. Por nio conter plexo vascular funcionante, o
tempo necessario a sua revascularizacio tende a ser
mais lento se comparado ao do enxerto de pele natu-
ral. Essa deficiéncia pode contribuir para a nao-inte-
gracao do substituto, além de favorecer a ocorréncia
de infecgdo secundiria da ferida.” Quanto mais espes-
sa a derme acelular implantada, maiores serio suas
dificuldades de sofrer revascularizagao e, consequien-
temente, integracio. A DAH aplicada no primeiro
paciente desta pesquisa era notadamente espessa,
podendo ser essa a razio da perda dos substitutos
implantados. A partir dai, foi feita a opgao pelo uso da
derme em malha, ji que nessa condi¢ao sua integra-
¢do, bem como a nutricao dos enxertos sobrepostos,
fica facilitada (Figura 3).

A DAH como substrato dérmico para enxertia de
QAC ja teve seu desempenho criteriosamente avaliado
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FIGURA 3: Derme acelular em malha sobreposta pela lamina epitelial

em estudos in vitro e experimentais também no
Brasil.'"""” Sua presenca favorece a formacio da juncio
dermoepidérmica, com diferenciacao dos ceratindci-
tos e manuten¢ao das estruturas anexiais. Buscando
explicacao para a baixa taxa de integracao da DAH e
perda completa dos enxertos de epiderme cultivada,
os autores investigaram amostra da DAH estocada no
Banco de Células. A anilise estrutural através de
microscopia eletronica de varredura revelou perda das
projecoes de suas papilas (Figura 4). Essa perda das
ondulacoes da superficie dérmica provavelmente foi
determinada por escovacao excessiva durante o pro-
cesso de acelularizacao. Tal alteragao justifica a nao-
integracao do epitélio cultivado nos dois pacientes que
dele fizeram uso, mas nao se relaciona com os baixos
indices de integra¢ao da derme no sitio receptor.

A acelularizacio da derme pode ser conseguida
através de virios protocolos. Dawson e cols."® subme-
teram a pele a banho em glicerol a 85% por quatro
semanas, seguido de outro em PBS a 37°C por mais
quatro semanas para torna-la acelular. A metodologia
seguida por Ralston e cols.” incluia glicerol a 98% por
um més, cloreto de s6dio 1M por quatro dias e dgua
destilada por mais um més. O protocolo de acelulari-
zacao seguido nesta pesquisa, semelhante ao seguido
por Chakrabarty e cols.," foi mais curto que os ante-
riores e manteve a pele incubada em glicerol por ape-
nas 48 horas. Na sequéncia, ela era reidratada em PBS
durante 48 horas a 37°C e, posteriormente, incubada
em cloreto de s6dio a 1M durante oito horas a 37°C,
antes da remocgao da epiderme. Uma vez finalizado o
processamento da DAH, pequena amostra era corada
pelo HE para confirmacao da acelularizagio. Apesar
de esse procedimento ser de rotina e funcionar como
critério de seguranca, o segmento analisado pode nao
corresponder de forma fidedigna ao que acontece no
restante da derme.
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FIGURA 4: Microscopia eletronica de varredura revelando perda das
projecoes das papilas dérmicas

O sucesso dos enxertos de ceratindcitos cultiva-
dos depende em parte da habilidade das células culti-
vadas no sentido da continuacdao indefinida de sua
proliferacao. A aplicagio de QAC em estagio subcon-
fluente pode resultar em fechamento mais rapido da
ferida e em melhores percentuais de permanéncia do
enxerto. J4 em estagio confluente, o descolamento
dos ceratinécitos da garrafa de cultivo pode ser feito
sem desarranjo da morfologia epitelial, mas a densida-
de inibitéria reduz o potencial de crescimento dos
ceratindcitos.” O fato de os ceratindcitos terem sido
enxertados nesse estigio pode ter contribuido para
sua nao-permanéncia no sitio receptor (Figura 5).

O tempo necessario para a cultura dos ceratino-
citos, que ¢ de aproximadamente trés semanas, € cita-
do com freqiiéncia na literatura como um dos incon-
venientes do método. Em pacientes queimados, que
necessitam de cobertura imediata, essa espera é sem
duavida fator limitante a utilizacio. Em oncologia cuta-

FIGURA 5: Microscopia 6ptica do epitélio dentro da garrafa de
cultivo, revelando a confluéncia dos ceratinécitos
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nea, uma vez constatada a necessidade de uso do
método, o periodo de cultivo pode, em geral, ser
aguardado e até coincide com o tempo necessirio
para a obten¢ao dos exames pré-operatérios e do
risco cirargico.

Ceratindcitos de doadores acima de 60 anos cres-
cem mais lentamente, e a confluéncia pode chegar a nao
acontecer. Eles apresentam também sobrevida mais
curta e menor resposta a mitdégenos, caracteristicas que
tendem a persistir apds enxertia sobre o leito da ferida.”
Essa condicao acaba limitando a aplicabilidade de QAC
em oncologia cutanea, ja que a prevaléncia dos canceres
de pele tem aumento proporcional a idade.

Deixar de enxertar a epiderme cultivada, aban-
donando a proposta metodolégica inicial, nao foi con-
siderada opciao, mas necessidade. Diante dos maus
resultados inicialmente obtidos, era de bom senso
acompanhar a evolucao de um substituto de cada vez,
e nao dos dois conjuntamente. Fez-se entao a opg¢ao
pela associacio da DAH em malha com auto-enxerto
fino em malha, em virtude dos bons resultados descri-
tos na literatura sobre uso de analogos dérmicos sobre-
postos por enxerto fino expandido.”” Novamente,
nenhuma publicagao tratando do uso dessa associacao
em feridas oriundas da resseccao de neoplasias cuta-
neas foi encontrada. Dessa forma, foi dado prossegui-
mento na avaliagao clinica da derme acelular processa-
da pelo Banco de Células do Rio de Janeiro, mas atra-
vés de nova combinacao. S6 assim pode-se caracterizar
através de estudo morfologico a participagio da DAH
na cicatrizacao das feridas tratadas.

A fotomicrografia da ferida cirdrgica de um dos
pacientes, no 50° dia apds a aplicacio da DAH em
malha sobreposta por enxerto fino em malha, exibia
infiltrado inflamatério linfocitario focal e células
gigantes do tipo corpo estranho na derme reticular.
Resposta granulomatosa nem sempre se correlaciona
a resultados clinicos ruins, rejei¢io ou exposi¢io pré-
via ao substituto, podendo representar apenas reagio
inata 2 presenca de material estranho.”

A populacao testada foi insuficiente para qual-
quer analise estatistica. A obten¢io da amostra foi o pri-
meiro problema encontrado neste estudo, ja que o
numero de pacientes atendidos cujas dimensbes dos
tumores justificassem o emprego do substituto de pele,
era infimo. Por prudéncia, os pacientes que apresenta-
vam tumores na face foram excluidos. Essa decisio
pode ser computada como mais um fator que restrin-
giu a obtencao da amostra, uma vez que a face é o sitio
de localizagao dos carcinomas basocelulares em aproxi-
madamente 65% dos casos.” Esses dados apontam para
a necessidade de se reformular a maneira de obtencao
da amostra. Uma pesquisa clinica com substitutos de
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pele, no campo da oncologia cutinea, que vise a resul-
tados estatisticamente significativos em pouco tempo,
deve ser multicéntrica ou, no minimo, realizada em um
grande hospital de referéncia em cincer.

O uso do substituto de pele pode passar a
impressio de facilitar o manejo poés-operatério das
feridas, o que nao se mostrou verdadeiro. Apesar de
diminuir a necessidade de mudancga diaria de curati-
vos, os substitutos requerem meticulosa participagao
de equipe médica e trazem risco de lesio ao implante.

Estudar o uso da derme acelular associada a
QAC e até mesmo da DAH em malha associado a enxer-
to fino em malha, em oncologia cutinea, foi relevante,
pois a anilise de seu comportamento e desempenho
pode ser feita diante das peculiaridades proprias dessa
condicao clinica. Diferentemente dos grandes queima-
dos, esses pacientes apresentam teoricamente sitio
receptor de implante menos propenso a infeccao,
porém sujeito a eliciagado de resposta imunoldgica.

CONCLUSAO

As técnicas de preparo da derme acelular huma-
na e cultivo de ceratindcitos, apesar de requererem
tempo, tecnologia e recursos financeiros, encontram-
se estabelecidas e foram passiveis de execucio. A falha
ocorrida no preparo da derme acelular foi atribuida
basicamente a necessidade de aquisicao de mais expe-
riéncia pratica. A técnica cirargica envolvida no
implante dessa nova tecnologia se diferencia daquela
tradicionalmente usada nas enxertias de pele. A mani-
pulacao da lamina de QAC durante a enxertia deve ser
extremamente delicada, visando a manutengio da
integridade do epitélio. Apesar das particularidades
existentes, o ato cirurgico transcorreu de forma esta-
vel. Sendo assim, a cobertura imediata e definitiva de
defeitos cirargicos através da aplicacio de DAH com-
binada com QAC mostrou-se exequiivel.

A presenca da derme acelular parece nao
interferir no remodelamento da cicatriz, que melho-
rou em aparéncia com o passar dos meses. A a capaci-
dade de distensao e a funcao de barreira do tecido
reparado mostraram-se reduzidas, ficando o local
sujeito a laceragoes apos traumas moderados. Apos
quatro meses o aspecto histolégico da ferida ficou
semelhante ao da pele normal, estando a trama cola-
génica uniforme e sem inflamacao.

Em oncologia cutinea, apenas em situagoes
especiais o uso de substitutos de pele pode ser conve-
niente no sentido de reduzir morbidade, evitando
reconstrucdes mais complexas. Seu emprego, atual-
mente ainda muito restrito, pode ser ampliado no
futuro de acordo com o aprimoramento das técnicas e
dos substitutos. a
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