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Terapia celular combinada com
membranas de biopolimeros melhora a
cicatrizacao de ulceras em paciente com

dermatomiosite juvenil
Combining cell therapy with biopolymer films improves wound
healing in a juvenile dermatomyositis patient
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RESUMO
Introdug¢do: Dermatomiosite juvenil (DM]) é doenca sistémica que afeta a musculatura
proximal e a pele de criancas. A doenca ulcerada é um desafio terapéutico.
Objetivo: Avaliar a melhora da doenca ulcerada na DM, pelo uso de terapia celular.
Métodos: Realizagio de cocultura de fibroblastos e queratindcitos autdlogos e aplicagio
dessas células nas tlceras juntamente com cola de fibrina e coloca¢io de membrana de
quitosana-alginato ou quitosana-xantana sobre as lesdes.
Resultados: Menos de 12 horas apds a terapia, o paciente referiu completa eliminagio
da dor e, dentro de dois dias, estava presente tecido de cicatriza¢io. Algumas das tlceras
estavam quase completamente cicatrizadas no final da primeira semana, e algumas das
calcinoses desapareceram. Essa técnica ndo cura a doenga, mas melhora a qualidade de vida,
sendo possivel criopreservar as células saudaveis do paciente para tratar novas lesdes. Sendo
as células de origem autdloga, elimina-se o risco de rejei¢io. Além disso, esse procedimento
nio necessita de debridamento das lesdes nem hospitalizagio.
ConclusGes: A aplicagio de culturas autdlogas de fibroblastos e queratindcitos em
Ulceras ja é considerada tratamento efetivo em pacientes com queimaduras e outras feridas
cutaneas e, agora mostrou-se também eficaz no tratamento de feridas na DMJ.
Palavras-chave: Calcinose; Cicatrizagio; Dermatomiosite; Fibroblastos; Polissacarideos;
Queratindcitos; Terapia baseada em transplante de células e tecidos

ABSTRACT
Introduction: Juvenile dermatomyositis (JDM) is a systemic disease that affects children’s proximal
musculature and skin. The ulcerated stage of the disease is a therapeutic challenge.
Objective: 1o evaluate the improvement of ulcerated stage of JDM caused by the use of cell therapy.
Methods: Co-culture of autologous fibroblasts and keratinocytes, application of these cells in ulcers in
conjunction with fibrin glue, and placement of chitosan-alginate or chitosan-xanthan membrane on
the lesions.
Results: Less than 12 hours after therapy, the patient reported complete cessation of pain and, within
2 days, healing tissue emerged. Some of the ulcers were almost completely healed by the end of the
1st week, and some of the calcinoses disappeared. This technique does not cure the disease, however it
improves the patient’s quality of life, and it is possible to cryopreserve healthy cells to treat new lesions.
Given the fact that the cells are of autologous origin, the risk of rejection is eliminated. Furthermore,
this procedure does not require debridement of the lesions or hospitalization.
Conclusions: The application of autologous cultures of fibroblasts and keratinocytes in ulcers is al-
ready considered an effective treatment in patients with burns and other skin wounds, and has now
also been proven effective in the treatment of wounds in JDM.
Keywords: Calcinosis; Cell-and tissue-based therapy; Dermatomyositis; Fibroblasts; Keratinocytes;
Polysaccharides; Wound healing
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INTRODUCAO

A dermatomiosite juvenil (DM]) é doenga sistémica rara
e grave que afeta principalmente a musculatura proximal e a
pele de criancas, com prevaléncia de trés por um milhio na po-
pulagio. Sua etiologia nio é completamente entendida, mas é
sugerido que ¢é causada por reacdo autoimune em individuos
geneticamente suscetiveis a gatilhos ambientais."* As manifesta-
¢des cutaneas da DMJ podem ser graves e dificeis de tratar, com
grande morbidade a longo prazo.?

A calcinose, caracterizada primariamente pela formacio
de depésitos de cilcio na pele, geralmente afeta de 10 a 70% dos
pacientes pediatricos com DMJ, sendo, normalmente, diagnostica-
da nos primeiros trés anos da doenga. Juntamente com a propria
dermatomiosite, a calcinose pode impactar negativamente a qua-
lidade de vida do paciente, resultando em fraqueza, incapacidade
funcional, atrofia muscular, tlceras cutaneas e, consequentemen-
te, dor local e infec¢des secundarias.* As calcificagdes distroficas
ocorrem nos locais dos tecidos lesados, onde os niveis séricos de
calcio e fosforo estio normais. Embora possam surgir em qualquer
local do corpo, normalmente as reas mais afetadas sdo cotovelos,
joelhos, tronco, mios, pés, glateos e cabeg¢a. A calcinose geralmente
¢ indolor, porém pode estar associada com sensibilidade a palpa¢io
e dor a compressio, podendo mostrar paniculite e ulceracdes no
exame anatomopatologico. Na superficie da pele, ocorre deposi-
¢io do cilcio, podendo torni-la sitio para infec¢io.’

Na dermatomiosite juvenil, a gravidade da doenca pode
estar relacionada a calcinose cutanea, demora no inicio do tra-
tamento e, potencialmente, a polimorfismos genéticos do TNF-
-a-308. Apesar da falta de informag¢des sobre a patogénese da cal-
cinose no DM]J, um possivel mecanismo ¢ a liberagio de cilcio
das mitocondrias das células musculares afetadas pela miopatia.
Macréfagos, citocinas pro-inflamatérias e a falha nas proteinas
reguladoras do cilcio também foram implicadas, assim como a
isquemia vascular que também desempenha um papel na cal-
cinose. A deposi¢io de calcio pode ocorrer no subcutineo ou
nos grupos musculares e depois ulcerar, drenando um material
semelhante a giz. A doenca ulcerada ¢ grave e pode ser mortal,
refletindo importante vasculopatia da pele, com hipdxia tecidual
e necrose.'*°

Como a calcinose na DMJ tende a aumentar com a pro-
gressio da doenca, intervengio terapéutica precoce e agressiva
tem sido sugerida como possivel maneira de reduzir as seque-
las cutaneas e musculares. Diversas medicacdes foram utilizadas,
como corticosteroides, metotrexate, bifosfonatos, probenicida,
warfarina, hidroxido de aluminio, colchicina, diltiazem, inflixi-
mab, imunoglobulina, hidroxicloroquina, ciclofosfamida e tali-
domida, mas sem consenso sobre a melhor terapia.' O sucesso
do uso dessas medica¢des geralmente estd limitado ao controle
da doenga, sem se estender a sua cura. Além disso, os efeitos cola-
terais associados ao seu uso prolongado podem também agravar
a condi¢io de satde do paciente.

Como nio hid um padrio ouro de tratamento nem um
algoritmo terapéutico aceito para o manejo da DMJ, e conside-
rando que a reparagio da pele danificada se da pela proliferacio
e crescimento das células da derme (essencialmente fibroblastos)
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e/ou das células da epiderme (queratindcitos e melandcitos), a
terapia celular pode ser alternativa relevante ao tratamento da
DM] associada a calcinose. Resultados promissores foram repor-
tados com o uso de terapia celular para tratamento de ulceras

cronicas de diversas etiologias;”™”

consequentemente, um resulta-
do positivo também poderia ser esperado para essa doenca-alvo.

Biopolimeros, da classe dos polissacarideos ¢ proteinas,
tém sido amplamente utilizados no desenvolvimento de cura-
tivos interativos e bioativos, ndo s6 sendo ttels como prote¢do
para a ferida, mas também tendo importante papel na promogio
da cicatrizacio. Forma¢io de tecido de granulag¢io e reepite-
lizacdo, acompanhadas de angiogénese e deposicio regular de
fibras de colageno, limitando a formacio de cicatrizes e retragio
tecidual, foram observadas, por exemplo, com o uso da quitosa-
na."®” A associacio de diversos polimeros também é relevante,
visto que permite o desenvolvimento de curativos com suas pro-
priedades melhoradas, como maior absor¢io de fluidos. Estudos
relevantes in vivo foram recentemente descritos com o uso de
membranas confeccionadas pela associacio de quitosana com
xantana® e alginato® para o tratamento de Glceras cutineas em
ratos Wistar, combinando ou nio células mesenquimais, mos-
trando um potencial que pudesse ser utilizado como curativo
nas lesdes da DM]J.

O objetivo deste estudo foi demonstrar uma terapia al-
ternativa para o tratamento de tGlceras crénicas em paciente com
DM]J e calcinose, nio responsivas as terapéuticas convencionais,
utilizando cultura de células autélogas e subsequentemente co-
bertas com membranas de polissacarideos biocompativeis.

METODOS

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp — CEP:
444.726).

Descri¢dao do caso e coleta do material

Paciente do sexo masculino com 18 anos de idade e diag-
noéstico de DMJ desde os cinco anos, em tratamento convencional
com metotrexate e corticosteroides, portador de calcinose univer-
sal e dlceras cutaneas cronicas, algumas com exposi¢io Ossea, foi
submetido a bidpsia de pele de area nio ulcerada no brago direito,
ap6s assinatura de Consentimento Livre e Esclarecido. Fragmen-
tos de aproximadamente 2cm? foram coletados e colocados em
solucdo com soro fisiologico 0,9%, antibidtico e antifiingico (An-
ti-Anti 15240, lote 577999, GIBCO/Invitrogen) até ser transfe-
ridos para frascos de cultura. Durante toda a pesquisa, o paciente
manteve o tratamento sistémico do qual fazia uso.

Cultura celular dos fragmentos cutaneos

Os fragmentos de pele foram colocados em frascos para
cultura contendo meio para queratindcitos (KSFM-GIBCO/
Invitrogen) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS
- LGC Biotechnology) e L-glutamina 0,2mg/ml, penicilina
100UI/mL e estreptomicina 0,1mg/ml (GIBCO/Invitrogen),
até o processamento. Depois, os fragmentos foram transferidos
para placas de Petri contendo tripsina 2,5% e solu¢io de EDTA
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0,1% (GIBCO/Invitrogen) e incubados a 37°C e 5% CO, du-
rante trés horas, quando a derme foi separada da epiderme. A
tripsina foi neutralizada com meio KSFM suplementado com
10% FBS. O sobrenadante (contendo as células da derme e da
epiderme) foi filtrado (40mm Falcon/Corning) e centrifugado
por 10 minutos a 400G.

O pellet de células foi ressuspenso em meio de cultura
e transferido para frascos de cultura contendo concentragio de
1x10° células/ml em 2ml de meio de cultura especifico para cada
tipo celular e depois incubado a 37°C e 5% CO, Os queratindci-
tos foram cultivados em meio KSFM (KSEM-GIBCO/Invitro-
gen) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS - LGC
Biotechnology) e L-glutamina 0,2mg/ml, penicilina 100UI/ml
e estreptomicina 0,1mg/ml (GIBCO/Invitrogen). Os fibroblas-
tos foram cultivados em meio 199 (Sigma-Aldrich), suplemen-
tado com 10% de soro fetal bovino (FBS - LGC Biotechnology)
e L-glutamina 0,2mg/ml, penicilina 100UI/mL e estreptomici-
na 0,1mg/ml (GIBCO/Invitrogen). Os meios de cultura foram
trocados trés vezes por semana. Quando as células atingiram a
confluéncia, as culturas foram tripsinizadas com tripsina com
solugio de EDTA por 10 minutos a 37°C e 5% CO,. Assim
como anteriormente, a tripsina foi neutralizada com soro fetal
bovino 10%. Esse procedimento foi realizado até a obten¢io de
uma quantidade minima de cada tipo celular, aproximadamente
5x10° de queratindcitos e 10x10° de fibroblastos. O processo
todo levou entre 21 e 30 dias. As células foram criopreservadas
em soro fetal bovino e solucio de DMSO a -80°C.

Todo o processo envolvendo a manipulagio das células
foi realizado em sala limpa (classe 10.000 ISO 7 - ISO 14644-1).

Preparagio das membranas

O preparo das membranas seguiu técnica ja implantada
no Departamento de Engenharia de Materiais e de Bioprocessos
da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual
de Campinas.

As membranas foram obtidas de acordo com adaptacdes
dos métodos estabelecidos por Rodrigues et al.,”> Bueno e Mo-
raes” e adaptado por Pires e Moraes,* no caso de dispositivos de
quitosana-alginato (Q-A), e com base nos procedimentos desen-
volvidos porVeiga e Moraes™ e Bellini et al.* para as membranas
de quitosana-xantana (Q-X).

Foram utilizados quitosana com grau de desacetilacio
de 96% (Sigma-Aldrich, lote de niimero 109K0043V), alginato
de sédio de média viscosidade obtido de Macrocystis pyrifera
(Sigma-Aldrich, lote de nimero 058K0126), goma xantana (Sig-
ma- Aldrich, lote de nimero 108K0038), acido acético glacial,
cloreto de calcio diidratado e hidroxido de sédio (Merck); além
disso, a agua utilizada foi destilada e deionizada em um sistema
Milli-Q (Millipore).

As membranas de quitosana e alginato foram preparadas
pela adi¢io de aliquotas de 180ml de solu¢io de quitosana a
1% (m/v) dissolvida em acido acético a 2% (v/v) em 360ml de
solucdo aquosa de alginato a 0,5% (m/v) na vazio de 200ml/h
no reator de aco inoxidavel mantido a 25°C, sob agitacio de
500rpm. Apds a mistura das solugdes, a intensidade de agitagdo
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do material foi aumentada para 1000rpm durante 10 minutos
adicionais. Em seguida, 26ml de solu¢io aquosa de NaOH a 2M
foram adicionados para aumentar o pH para 7, mantendo-se a
agitacdo durante mais 10 minutos. Em seguida, 7,2ml de solucio
aquosa de CaCl2 a 2% (m/v) foram adicionados para reticular
as carboxilas do alginato que nio se complexaram a quitosana.
A mistura obtida foi desaerada durante 120 minutos, transferida
(em aliquotas de massas iguais) para quatro placas de Petri de
poliestireno (didmetro de 15cm) e seca em estufa a 60°C du-
rante seis horas. Apos a secagem, as membranas foram imersas
em 150ml de soluc¢do aquosa de CaCl2 a 2% (m/v) durante 30
minutos, para a reticulagio das carboxilas livres remanescentes
do alginato, e entio lavadas duas vezes durante 30 minutos com
200ml de dgua deionizada. A etapa final de secagem foi realizada
a temperatura ambiente durante 24 horas.

No caso das membranas de quitosana e goma xantana,
200ml de solu¢io aquosa de goma xantana a 1,5% (m/v) foram
adicionados a 200ml de solucio de quitosana a 1,5% (m/v) dissol-
vidos em acido acético a 1,5% (v/v) na vazio de 30ml/h, a 25°C
e sob agitacio (1000rpm). Em seguida, desaerou-se a suspensio e
transferiu-se a mistura para uma placa de poliestireno de 15cm de
didmetro e fez-se a secagem do material a 37°C durante periodo
variavel de 24 a 48 horas. A membrana foi lavada duas vezes du-
rante 30 minutos com 200ml de 4gua deionizada, uma vez com
250ml de tampio Hepes (Sigma-Aldrich) a 10mM para neutrali-
zar o pH e finalmente, com 500ml de 4dgua deionizada. Uma eta-
pa final de secagem foi realizada a temperatura ambiente durante
24 horas, prendendo-se as bordas para evitar o encolhimento da
membrana.

As membranas foram esterilizadas com Oxyfume 30
(30% de oxido de etileno e 70% CO,) a 40°C durante oito
horas, sob umidade relativa de 30 a 80% pela Central de Esterili-
zacio Comércio e Industria Ltda — Acecil (Campinas, SP).

Microscopia eletronica de transmissio foi feita para ve-
rificar o comportamento das células na membrana (Figura 1).

Tratamento do paciente

As células foram descongeladas e cultivadas durante pelo
menos 72 horas antes da aplicacdo. No dia da aplicac¢io, as células
foram tripsinizadas, lavadas e contadas conforme protocolos ante-
riormente descritos por Rehder et al.,”, Souto et al.,””'"*> Bosnardo'®
e Dinato et al.'” Foi preparada uma cultura de fibroblastos no total
de 1x107 células. Para a aplicacio, aspergiram-se as células com a
cola de fibrina (Beriplast P — CSL-Behring) sobre o leito da tlcera
sob condi¢des assépticas, em regime ambulatorial (Figura 2).

Apds a aspersdo das células, sobre a Glcera foram coloca-
das as membranas de polissacarideos previamente intumescidas
em solucio fisioldgica (Figura 3),a fim de proteger a area contra
agentes que pudessem retirar o enxerto, visando auxiliar o pro-
cesso de cicatrizagio.

O paciente foi acompanhado durante 20 meses, a cada
sete dias no primeiro meés e, posteriormente a cada 15 ou 30
dias. Novas aplicagdes foram realizadas de acordo com a respos-
ta do paciente, totalizando sete. A documentag¢do fotografica foi
feita com camera Nikon D5100, utilizando-se uma régua para
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determinar a area total da tlcera, delimitando-se suas bordas. As
imagens foram processadas com a utilizagio do soffiware Image
J2, e as diferencas dos valores das areas foram determinadas para
cada tlcera usando o soffware GraphPad Prism5.

Também se utilizou um questionirio de qualidade de
vida (SF-36) antes do inicio do tratamento e ao final.

RESULTADOS

O paciente apresentava multiplas Glceras cutaneas, va-
riando de 0,5cm? a 8cm?, distribuidas por todo o corpo, mas,
principalmente nos membros inferiores (Figura 2). As lesoes se-
lecionadas para o tratamento foram as maiores ¢ mais profundas,
que causavam maior desconforto. O processo de cicatrizagio foi
documentado fotograficamente nas semanas zero, trés, 21, 28, 42,
64 (Figura 3) e 79 (Figura 4).

Menos de 12 horas ap6s a aplica¢io das células e mem-
branas, o paciente referiu completa melhora da dor e, dentro
de dois dias, inicio do processo de cicatrizagio. Logo ap6s, ob-
servou-se um filme brilhante na superficie das dlceras. Alguns
dias depois, um intenso exsudato, atribuido a fibrina, tecido de
granulagio e presenca de crosta foi visto em algumas lesdes, com
seu posterior fechamento centripeto. Apds uma semana de trata-
mento, algumas feridas estavam quase totalmente fechadas.

A taxa de cicatriza¢io alcancada foi acima de 95%, com

melhora continua, mesmo ap6s cinco meses da Gltima aplicagio

A B

31

(Grafico 1). O paciente nio apresentou mais dores nas areas tra-
tadas, com importante melhora na qualidade de vida (Grafico 2).

E interessante notar que a calcinose desapareceu mesmo
em areas nio tratadas diretamente.

DISCUSSAO

A DMJ ¢ desordem autoimune rara, que afeta principal-
mente os musculos e a pele. O principal tratamento ¢ a administra-
¢io de altas doses de corticosteroides combinados com outras dro-
gas imunossupressoras. Aproximadamente 30% dos pacientes nio
conseguem controlar a doenga, apesar de maltiplas intervengdes,'”
resultado visto em nosso paciente. A aplicacio de células-tronco
foi descrita como dltimo recurso no tratamento de paciente com
doengas autoimunes refratirias ao tratamento, porém com persis-
téncia da doenga cutinea, incluindo a calcinose e as contraturas.?®

O tratamento da doenca ulcerada e refratiria é bastante
complexo, sendo as doengas autoimunes bastante desafiadoras. A
engenharia de tecidos com foco nos queratinécitos e fibroblastos
autblogos tem sido usada no tratamento de tlceras cutaneas desde
a década de 1980. Inicialmente a técnica foi testada em pacientes
com queimadura, mostrando bons resultados. Depois, a melhora
na cicatrizacio foi observada em tlceras vasculares e diabéticas.'®"”

Nos altimos anos, a engenharia de tecidos avangou signi-
ficativamente com esse proposito, e uma das tendéncias na der-
matologia é o uso de biomateriais compostos de biopolimeros

C

FIGURA 1: Microscopia eletronica de transmissao: A - membrana de quitosa e xantana com as células (setas brancas) (12930x); B - membrana de quitosana e

alginato (1293x); C - membrana de quitosana e alginato (3597x)

FIGURA 2: Aspecto clinico das feridas. A, B, C - apresentacao clinica do paciente com DMJ e muiltiplas lesdes
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FIGURA 3: A-H - acompanhamento clinico da porgao lateral do joelho esquerdo; A - semana 0 — primeira aplicagdo da cultura autéloga de fibroblastos e
queratindcitos com membrana de Q-A - notar a exposi¢do dssea; B - semana 3 - segunda aplicagdo — presenca de crosta e inicio da cicatrizagdo centripeta;
C-semana 4 - 75% de melhora; D - semana 6 - terceira aplicagdo — notar amembrana de Q-A aplicada; E - semana 21 - quarta aplicagdo — completa reepitelizagao
da porgdo distal da Ulcera; F - semana 28 — quinta aplicagdo — devido a atividade da doenga, uma progressao da ferida foi observada (de 0,88cm? para 1,22cm2);
G - semana 42 - sexta aplica¢do, progressdo da extensdo da Ulcera (de 1,22cm2 para 1,43cm?) com melhora em relagdo a profundidade da les&o; H - semana

64 - 87,85% de melhora

FIGURA 4: Seguimen-
to do joelho direito
porgao lateral:
(A) semana 0;
(B) semana 79

o

em combinac¢io com células cumprindo os requisitos de biosse-
guranga e que sio ativas no tipo de ferida tratada.”® Resultados
positivos e relevantes foram vistos em nosso paciente com DM]J
depois da aplicacdo dos fibroblastos e queratinécitos autolo-
gos, aplicados com cola de fibrina, e seguidos pela cobertura de
membranas feitas de quitosana com xantana ou alginato.

A protecio fornecida pelos curativos de quitosana-alginato
e quitosana-xantana com estimulos negativos do ambiente desem-
penha um papel no processo de cicatrizagdo. De acordo com Wang
et al.,”” o curativo ideal deve ser flexivel e possuir a habilidade de
controlar a perda de dgua no local da feriada. Deve ser resistente a
invasdo bacteriana, prevenindo sepse, ter boa aderéncia na tlcera,

Surg Cosmet Dermatol. Rio de Janeiro v.10 n.1 jan-mar. 2018 p. 28-35.
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GRAFICO 1: Evolugdo da cicatriza¢do das Ulceras; as setas indicam o momento
da aplicagdo (semanas 0, 3, 6, 21, 28, 42 e 70). Nas lesdes do joelho direito
foi utilizada membrana de quitosana-alginato e, nas do esquerdo, quitosa-
na-xantana

como também ser nio antigénico, atdxico e de facil aplicacio e
remocao. Da perspectiva da engenharia, o material para o cura-
tivo deve também ter boas propriedades mecanicas para que sua
integridade seja mantida durante o uso.** As taxas de evaporacio
de dgua também sio importantes, tanto para manter a umidade
adequada no leito da ferida como para evitar acimulo indesejado
de secre¢do. Ambas as membranas utilizadas nesse trabalho atingi-
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ram essa expectativa, sendo efetivas na contribui¢io para acelerar
a regeneracgio tecidual e promover rapida cicatriza¢ido. Além disso,
as membranas sdo transparentes, permitindo a observag¢io do leito
da ferida, sem necessidade de remové-las.

O complexo quitosana-alginato parece ter a¢io positiva
no processo de remodelagio tecidual na cicatriz, aumentando
as taxas de sintese de colageno, enquanto também melhora a
compactacio das novas fibras e promove a presenca de fibroblas-
tos maduros.” Além disso, essas membranas parecem estimular
e regular as varias fases do processo de cicatrizagio,”' sendo ttil
no tratamento das tlceras cutaneas. Tanto a sintese de colige-
no como a modulacio da contragio da ferida pela membrana
de quitosana-alginato podem resultar em rapido fechamento da
lesao.”" Resultados similares foram vistos nas membranas de qui-
tosana-xantana, associadas a células mesenquimais.?’

O papel da cola de fibrina nio esta claro nesse caso. O
produto é um adesivo biologico que funciona por simular a fase
exsudativa da cicatriza¢do, sendo frequentemente utilizada na ci-
rurgia plastica, como também em transplante de 6rgios. Nossa
hipétese do seu potencial beneficio, nesse caso, é de que seja pela
melhora da aderéncia das células ¢ membranas a lesio, e pelas
acdes hemostitica e antibacteriana.**>* Em condi¢cdes normais,
logo apés o ferimento, fibrina e fibronectina sio depositadas na
ferida. La a fibrina age como barreira hemostatica, aderindo o
tecido e as células em volta e estimulando a migragio de fi-
broblastos, o que também deve ter ocorrido no presente caso.
Redher et al.** demonstraram que a aplicacio apenas da cola de
fibrina, sem a cultura de células, foi incapaz de reepitelizar a fe-
rida, apesar da formagdo de crosta. Os autores nio mencionaram
a redu¢io da dor com essa aplica¢io.

A matriz de fibrina libera fatores de crescimento, como o
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de cresci-
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mento de fibroblasto (FGF) e fator transformador de crescimen-
to b (TGF-P), e essas proteinas podem estar relacionadas com a
melhora da dor, logo apds o inicio do tratamento. Além da a¢io
antibacteriana, o aumento da migracio e proliferacio de célu-
las endoteliais pode contribuir para uma melhora da irrigacio
vascular e também promover um ambiente ideal para migra-
¢io, proliferacio e diferenciagio dos fibroblastos e queratindcitos
melhorando a cicatriza¢io.’

A melhora da calcinose nio esta clara, e o fendmeno de
Koebener nio foi observado apos o inicio do tratamento, mes-
mo na area da bidpsia.

A terapia celular com fibroblastos e queratindcitos auto-
logos foi usada nesse trabalho para um tratamento mais efetivo
das tlceras em paciente com DM]J, com melhor resultado fun-
cional e estético, como também levando a uma recupera¢io mais
rapida e eliminacio da dor, permitindo que o paciente retomasse
seus estudos. O desenvolvimento de uma estratégia baseada em
terapia celular representa um avango no tratamento de tlceras de
diferentes etiologias,'” e o uso das membranas de Q-A e Q-X
em associacdo com as células autologas é muito vantajoso, por-
que as membranas podem funcionar com uma barreira fisica,
prevenindo contaminacdes externas,” além de um potencial pa-
pel na cicatrizagio. Nio foi observada diferenca de performance na
taxa de cicatrizacdo com as diferentes membranas.

Os implantes descritos aqui foram efetivos quando com-
parados aos tratamentos convencionais de enxerto de pele de

areas doadoras saudaveis,'®!7

mesmo que algumas das tlceras
nio tenham cicatrizado em sua totalidade, provavelmente devi-
do a extensio e profundidade. As culturas celulares podem ser
criopreservadas e, eventualmente, utilizadas em uma nova apli-
cagio. As células autdlogas sio 6timas candidatas, pois com elas
elimina-se completamente o risco de rejeicdo. Outro aspecto
positivo ¢ a ndo necessidade de hospitalizacio ou debridamento

das lesoes.

CONCLUSAO

Esse foi o primeiro caso descrito mostrando o uso de cul-
turas autdlogas de fibroblastos e queratindcitos associados a mem-
branas de quitosana-alginato ou quitosana-xantana para o trata-
mento de Glceras cutineas associadas a dermatomiosite juvenil.

Neste trabalho demonstrou-se uma estratégia efetiva no
tratamento de doenca cutanea causada pela dermatomiosite ju-
venil, embora nio tenha sido completamente curada. Talvez a
combinacdo do transplante de células-tronco com células cuta-
neas autdlogas possa ser a cura para um paciente como esse, que
apresenta doenga extensa e debilitante. Apesar de ser técnica so-
fisticada e restrita, mostrou estratégia terapéutica valida que pode
ser utilizada na DM]J como também em dlceras de diferentes
etiologias. @
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