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RESUMO

Dermatomiosite juvenil (DMJ) é uma doenca multissitémica, sendo a calcinose
frequente e, normalmente, associada ao prognoéstico favoravel, porém incapacitante.
O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial da terapia celular com culturas de
fibroblastos associadas a membranas de quitosana (Q), alginato (A) e xantana (X)
em paciente com DMJ com calcinose e ulceras de pele. Apresenta-se um grave caso
de DMJ com calcinose universal e ulceragdes cutaneas em paciente de 18 anos, em
tratamento convencional, sendo submetido a nova terapéutica para ulceras crénicas.
Culturas de fibroblastos autélogos (para minimizar o risco de rejeicao) foram obtidas
de bidpsia cutdanea e aplicadas diretamente nas uUlceras com cola de fibrina, sem
prévio desbridamento, e cobertas com membranas Q-A ou Q-X, produzidas
complexando-se os polissacarideos em condigdes controladas de taxa de adicao,
mistura, temperatura e secagem, sendo que as de Q-A foram adicionalmente
reticuladas com ions calcio. O paciente foi submetido ao total de 7 aplicacdes.
Melhora completa e sustentada da dor foi referida nas primeiras 12 horas, com inicio
da cicatrizacdo em 2 dias. Obteve-se cicatrizagdo das Ulceras acima de 89%,
inclusive com melhora na calcinose. As membranas conferem a lesdo cobertura
mecanica que as protege do contato com contaminantes externos e previne a perda
excessiva de liquido. Concluiu-se que a terapia celular autéloga associada a
aplicacdo das membranas, como um tratamento adjuvante a DMJ, mostrou-se
efetiva no tratamento das Ulceras deste paciente, com melhora significativa na sua
qualidade de vida. Essas células podem ser criopreservadas e utilizadas quando
necesséario. Trata-se de procedimento ambulatorial e de simples aplicacdo, com

grande potencial de uso em casos correlatos.

Palavras-chaves: Terapia baseada em transplante de células e tecidos, Fibroblastos,
Polissacarideos, Ulcera cutanea, Dermatomiosite, Calcinose, Quitosana.



ABSTRACT

Juvenile dermatomyositis (JDM) is a multisystem disorder presented frequently with
calcinosis and is usually associated with a favorable prognosis for life but functional
disability may be severe. The objective of this study was to evaluate the therapeutical
potencial of cell therapy with autologous cultures of fibroblasts covered by
membranes of chitosan (C), alginate (A) and xanthan gum (X) in the treatment of
JDM with calcinosis and skin ulcers. A severe case of JDM of an 18-year-old patient
with calcinosis and ulcerations is presented. He was submitted to a new treatment for
chronic wounds. An autologous fibroblasts culture (to minimize the risk of rejection)
was obtained of a skin biopsy and applied directly on the ulcers, without previous
debridement, using commercial fibrin glue and C-A or C-X membranes covered the
cells and the glue. A total of seven applications were necessary. Twelve hours after
the application, complete resolution of pain was reported and within 2 days,
beginning of the healing process. Wound closure above 89% was achieved, with
improvement also on calcinosis. JDM is a rare and difficult systemic autoimmune
condition of childhood. Cutaneous manifestations can be serious and challenging to
treat, and may progress to ulcerative disease and subcutaneous calcification,
impacting in quality of life, as seen in the patient evaluated. Autologous cell therapy
associated with polysaccharides membranes is an effective treatment for skin ulcers
and could be an adjuvant treatment for JDM. These cells can be cryopreserved and
eventually used in new implants. The procedure is simple and can be performed in
ambulatorial conditions, resulting in significant improvement in this patient’s quality of
life.

Keywords: Cell- and tissue-based therapy, Fibroblasts, Polysaccharides, Skin ulcer,
Dermatomyositis, Calcinosis, Chitosan.
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1.Introducao
1.1 — A pele

A pele é o maior érgao do corpo humano, sendo que, em um adulto de 70 Kg,
cobre uma area de aproximadamente 2 m?, pesando por volta de 5 Kg. Consiste de
uma epiderme celular estratificada sobre uma derme de tecido conjuntivo. Abaixo,
encontra-se o tecido subcutdneo, que € separado do restante do corpo por uma
camada de musculo estriado vestigial (McGrath e Uitto, 2010). A estrutura tipica da pele
¢ ilustrada na Figura 1.

Epiderme —{_

Derme

Hipoderme —

Figura 1: esquema das camadas da pele (imagem adaptada da National Library of
Medicine, EUA, 2014).

A epiderme é constituida principalmente por queratindcitos e tem de 0,05 a 1 mm
de espessura (McGrath e Uitto, 2010). Contém na camada germinativa (camada basal),
os queratinécitos, que garantem a sua renovagdo, e 0s melandcitos, células
responsaveis pela pigmentacdo da pele, os quais sintetizam melanina, a qual é
progressivamente transferida aos queratindcitos (Watt, 1988 apud Souto, 2005;

McGrath e Uitto, 2010). Durante a diferenciagdo epidérmica, os queratindcitos sofrem
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modificagdes morfolégicas e bioldgicas. A partir da camada basal, eles movem-se
através das camadas espinhosa e granulosa e se fixam na camada mais superficial
(cérnea), constituindo entdo estruturas multilamelares de cornedcitos anucleados,
circundados por lipideos extracelulares (Taube et al., 2000; Boranic et al., 1999; Watt,
1998; Eckert et al.,1997 apud Souto, 2005; McGrath e Uitto, 2010).

A epiderme é ligada a derme por uma complexa rede de proteinas e
glicoproteinas que se estendem de dentro dos queratinécitos basais para a superficie
da derme. Além da adesao, os componentes da juncao dermo-epidérmica também
contribuem para a migragao celular (por exemplo, durante a fase de cicatrizagao), como

também um sinalizador de eventos epiteliais-mesenquimais (McGrath e Uitto, 2010).

A epiderme serve como barreira mecanica contra agentes externos. As células
de Langerhans apresentam funcdo imunoldgica, reconhecendo antigenos e o0s
apresentando a linfécitos T. Os melandcitos, através da producdo de melanina, sao
protetores naturais contra os efeitos nocivos da luz ultravioleta. Os queratinécitos sé&o
responsaveis pelo processo de queratinizagdo. A formacao de filamentos de queratina,
em associacdo com desmossomos, hemidesmossomos € a membrana basal
possibilitam a integridade estrutural (Urmacher, 1997 apud Souto, 2005).

A derme é uma matriz de suporte que contém polissacarideos e proteinas,
apresentando alta capacidade de retencdo de agua. Sua espessura varia de 0,05 a 5
mm. Apresenta dois tipos principais de fibras protéicas: colageno e tecido elastico, cujas
caracteristicas e distribuicdo garantem-lhe a consisténcia fisica (textura e elasticidade)
(Huang et al., 1998 apud Souto, 2005; McGrath e Uitto, 2010) .

Quanto a funcado, a derme fornece o suporte mecanico, rigidez, e espessura da
pele. Encontram-se as células dendriticas, macrofagos e mastécitos, com funcgdes
imunolégicas, que reagem a estimulos inflamatérios e participam da cicatrizagdo de
Ulceras. Os vasos sanguineos dérmicos, além de fornecerem nutrigdo para a pele,
estdo envolvidos na termorregulacédo, funcdo que é compartiihada com as glandulas
sudoriparas. Pequenos e grandes plexos nervosos participam da inervacao de
diferentes 6rgaos cutaneos que sao responsaveis pela deteccdo da dor, presséao e
variagoes de temperatura (Urmacher, 1997 apud Souto, 2005).
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1.2- Ulceras Crénicas

As Ulceras cuténeas sao rupturas estruturais ou fisiolégicas no tegumento que
incitam respostas de reparacdao. Quando lesada, a pele se repara através da
proliferacdo e crescimento das células da derme (fibroblastos e outras células
estromatosas) e/ou epiderme (queratinécitos e melandcitos) remanescentes (Jansson et
al., 2001).

Ulceras cronicas sao, por definicdo, lesdes que tiveram falhas para progredirem
nas etapas normais da cicatrizacdo, portanto entrando em um estado patolégico de
inflamacéo. Como resultado, o processo de cicatrizacdo € atrasado, incompleto e nao
continua de maneira coordenada, subsequentemente resultando em um desfecho
anatbmico e funcional inadequado. Essas Ulceras s&o as maiores causas de
incapacidades e sdo caracterizadas pela cronicidade e frequéncia de recidivas (Menke
et al., 2007).

N&ao foram localizados estudos de larga escala que examinem a prevaléncia e o
custo econdémico das Ulceras cronicas. Nos Estados Unidos, a prevaléncia dos trés
maiores tipos de Ulceras crbnicas é estimada entre 3 a 6 milhdes de pessoas, sendo
85% em individuos acima de 65 anos, resultando em custo estimado de US$ 3 bilhdes
por ano (Menke et al., 2007).

A prevaléncia de Ulceras de perna na Europa é bem documentada, variando
entre 0,18% e 1% nos diferentes paises. No Reino Unido, dois grandes estudos
demonstraram que a prevaléncia de Ulceras ativas é de 0,15 a 0,18% em contraste com
0 1% dos paises escandinavos. As Ulceras de perna ocorrem mais comumente em
idosos e sua prevaléncia ird aumentar & medida que ocorre o envelhecimento da

populacao (Sakar e Ballantyne, 2000).

O tratamento de Ulceras crénicas soma um grande 6nus financeiro em todo o
mundo, com um gasto estimado no Reino Unido de um bilhdo de libras por ano (Martin
et al., 2003). Nos Estados Unidos, os custos variam de US$ 775 milhdes a US$ 1 bilhdo
ao ano (Philips, 1994 apud Frade, 2003).
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Sobre a prevaléncia ou o numero de pacientes com Ulceras de perna em nosso
pais, poucos sdo os trabalhos publicados de caracteristicas nacionais. Maffei et al.
(2002 apud Frade, 2003), num estudo na regido de Botucatu (SP) encontrou alta
frequéncia de Ulceras venosas nos pacientes varicosos, frequentemente
desencadeadas por trauma. Os autores atribuiram essa alta frequéncia a auséncia de
tratamento e pouco cuidado com os varicosos na populagdo de nivel socioecondmico
baixo. Na regiao de Belo Horizonte (MG), Cabral (2000) também encontrou alta
prevaléncia (2,6%) de Ulceras venosas cicatrizadas ou abertas (classe CEAP 5 e 6, na
qual C refere-se a clinica, E a etiologia, A a anatomia e P a patologia). Nos EUA,
estima-se que 600.000 pessoas sofram de Ulcera venosa (Philips et al., 1991 apud
Frade, 2003). Em alguns estudos, a ulcera venosa mostra-se como a segunda causa de
auséncia no trabalho, seguida do resfriado (Philips et al., 1994; Gourdin et al.,1993
apud Frade,2003). Em um estudo de Abbade et al. (2005), em pacientes com Ulcera
venosa com idade média de 57 anos, 35% deles estavam aposentados, 16,1%
afastados do trabalho devido a Ulceras, 2,5% recebendo auxilio-doenca, e 4,2%
desempregados. Entretanto ndo existem dados nacionais ou regionais a respeito da
incidéncia e prevaléncia da doenca no pais.

Dentre as ulceras crbnicas, as queimaduras estdo associadas a altas taxas de
mortalidade, que variam entre 5 a 100%, dependendo principalmente da superficie
corporal queimada (De Souza et al., 1998). Faléncia multipla de 6rgédos € a causa mais
frequente de morte, com sindrome da resposta inflamatéria sistémica e infecgoes
frequentemente associadas. Em pacientes com queimaduras extensas, as Ulceras
cutaneas sdo um local comum de infecgbes e escaras persistentes perpetuam a
resposta inflamatoria. Portanto, retirada precoce das areas queimadas e curativo
permanente continua sendo um fator para a diminuicdo da morbidade e mortalidade,
sendo eficaz em pacientes sem lesdes respiratérias (Gomez et al., 2011).

Segundo o Ministério da Saude, os acidentes que causam queimaduras estdo
entre os cinco mais comuns no pais, com média mensal de atendimento de 2300
pessoas somente no SUS. Considerando, entdo, os atendimentos feitos nos demais
locais e 0s casos nos quais nao se procura auxilio profissional, o numero é
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potencialmente maior. De todas as internagdes por causas externas contabilizadas pelo
SUS no ano de 2000, as queimaduras foram responsaveis por 28843 internagdes, 0
que corresponde a 4,4% do total (Gawryszewski et al., 2000).

Algumas doencgas autoimunes também sao responsaveis por ulceras crbnicas,
contribuindo, assim, para o aumento dos custos no SUS. Entre elas, pode ser citada a

dermatomiosite juvenil.

1.3- Dermatomiosite Juvenil

Dermatomiosite juvenil € uma doenca autoimune rara, geralmente crénica, de
inicio na infancia, que afeta, principalmente, os musculos proximais e a pele, podendo

comprometer multiplos 6rgaos (Batthish e Feldman, 2011; Martin et al., 2012).

Sua etiologia ndo é completamente conhecida, sendo sugerido que surge por
complexas acbes da disfuncao imunoldgica, resultante do estimulo ambiental em
pacientes susceptiveis (Batthish e Feldman, 2011; Martin et al., 2012). Entre os fatores
genéticos, pode ser citada a presenca dos alelos HLA-B*08, DRB1*0301, DQA1*0501 e
DQA1*0301, considerada um fator de risco adicional ao desenvolvimento da DMJ
(Batthish e Feldman, 2011; Martin et al., 2012). Além disso, alteragdo na expressao da
queratina 14 (Wei et al., 2015) e deficiéncia de complemento C4 e C4a (Lintner et al.,
2015) também sao descritas na etiopatogénese da doenca. Infecgcdes por estreptococos
B hemolitico, coxsackievirus, Toxoplasma spp, echovirus e parvovirus, além de gatilhos
ambientais como exposicao solar, uso de determinadas medicacbes e vacinacao
agiriam como estimulos ambientais no desenvolvimento da patologia (Batthish e
Feldman, 2011; Martin et al., 2012).

O tratamento é realizado com drogas imunossupressoras, entretanto, 30% dos
pacientes ndo apresentam controle adequado da doencga (Batthish e Feldman, 2011;
Martin et al., 2012; Shinjo e Souza, 2013; Hoeltzel et al., 2014; Meher et al, 2014).

A DMJ pode estar associada a calcinose cutdnea, tanto localizada como
generalizada.
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1.4- Calcinose

A calcinose € um deposito de calcio que ocorre na pele e no tecido subcuténeo,
afetando entre 20-70% dos pacientes com dermatomiosite juvenil. Normalmente é
dolorosa, levando a quadros recorrentes de inflamacao e infeccao nos locais afetados
(Valenzuela et al., 2014). Sua patogenia nao esta totalmente esclarecida (Hoeltzel et
al., 2014), porém alguns mecanismos sao propostos, como a liberacdo do caélcio
mitocondrial das células musculares danificadas pela miosite. Macréfagos, citocinas
pré-inflamatérias e alteragdes nas proteinas reguladoras do célcio parecem também
estar envolvidos. Além desses fatores, alguns autoanticorpos sdo mais frequentemente
vistos em pacientes com DMJ e calcinose, como NXP-2, MDA-5 e TIF1-y (Valenzuela et
al., 2014).

Sua apresentacdo varia de pequenos nodulos localizados a grandes lesdes
debilitantes que envolvem grandes areas corporais. Essas lesdes podem ulcerar e
expelir uma substancia semelhante a giz, composta de sais de calcio (Gutierrez Jr e
Wetter, 2012). A gravidade parece ser decorrente da demora ao tratamento, resposta

nao adequada a terapéutica e ao polimorfismo do TNF-a-308 (Martin et al., 2012).

A calcificagcdo, na DMJ, € distrofica, ocorrendo em locais de tecidos lesados,
normalmente com niveis séricos de célcio e fésforo normais. Os locais frequentemente
afetados sdo: cotovelos, joelhos, tronco, maos, pés, gluteos e face, podendo, porém,
comprometer qualquer local do corpo (Hoeltzel et al., 2014).

Nao existe um padrdo ouro de tratamento, no entanto diversas medicacdes
podem ser utilizadas com respostas variaveis. Entre essas terapéuticas, podem ser
citadas: imunoglobulina, ciclosporina, diltiazem, rituximab, warfarina, talidomida,
infliximab (Hoeltzel et al.,, 2014), pamidronato (Palaniappan et al., 2014), alendronato
(Hoeltzel et al., 2014; Canas et al., 2015), etidronato mais cimetidina (Wakabayashi et
al., 2015).
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1.5- Processo de cicatrizacao

O processo de cicatrizacdo de uma Uulcera € uma complexa sequéncia de
eventos iniciada quando o ferimento ocorre e finalizada com o completo fechamento da
lesdo sendo acompanhada por uma organizacdo cicatricial funcional. A cascata de
cicatrizacdo pode ser dividida em 4 fases: a) hemostasia, b) inflamacado, c)
proliferacao/reparacdo e d) remodelamento (Holloway et al, 2012). Destaca-se,
entretanto, que essa divisdo é apenas didatica, pois ocorre uma sobreposicao das
fases.

a) Hemostasia:

Apo6s um dano tecidual, as altera¢des nas células endoteliais, a ruptura de vasos
sanguineos e o extravasamento de seus constituintes incitam compostos vasoativos a
promoverem uma vasoconstricdo imediata, visando diminuir a perda sanguinea para o
espaco extravascular. Ocorre agregacao e degranulacdo de plaquetas, que ativam o
fator XIl, resultando em formacao de coagulo e hemostasia. Isso é fundamental para
preservar a integridade do sistema circulatério. Um coagulo de fibrina é formado, agindo
como uma matriz preliminar, onde as plaquetas secretam fatores de crescimento (FCs),
citocinas e elementos da matriz extracelular (MEC), facilitando a migracao celular. Apés
isso, inicia-se a fibrindlise, permitindo que se passe para a préxima fase (Oliveira e
Dias, 2012; Holloway et al., 2012).

b) Inflamacao:

Intimamente ligada a fase anterior, a inflamacao depende, além de iniumeros
mediadores quimicos, das células inflamatdrias, como os leucécitos polimorfonucleares
(PMN), macréfagos e linfocitos. Apds a degradacao do coagulo, os capilares se dilatam
e se tornam mais permeaveis, ativando o sistema complemento e liberando inUmeros
mediadores quimicos. Nos trés primeiros dias, predominam a exsudacao e acao dos
PMN e mondcitos, responsaveis pela fagocitose de bactérias, produtos necréticos e
liberacao de enzimas liticas. O macrofago € a célula mais importante desta fase e
permanece do terceiro ao décimo dia. Os linfocitos aparecem na leséo,
aproximadamente ap6s uma semana (Mandelbaum et al.,, 2003; Holloway et al., 2012).
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A fibronectina, sintetizada por fibroblastos, queratinécitos e células endoteliais, adere
simultaneamente, como uma cola, a fibrina, ao colageno e a outros tipos de células,
funcionando como um mediador para interacao entre o coagulo de fibrina, as células e

0s componentes da matriz extracelular (Mandelbaum et al., 2003; Holloway et al., 2012).
c) Proliferacao/Reparacao

Geralmente inicia-se no terceiro dia apdés o ferimento e perdura por algumas
semanas (Holloway et al, 2012). E caracterizada pela formacdo do tecido de
granulacao. Nessa fase ocorre a reepitelizagao pela migracao de queratinécitos a partir
das bordas das ulceras e dos anexos (Mandelbaum et al.,, 2003). Esse novo tecido
consiste em uma matriz de fibrina, fibronectina, proteoglicanos, glicosaminoglicanos
(GAGs) e outras glicoproteinas (Holloway et al., 2012). A proliferagéo de vasos (tecido
de granulacdo) que ocorre nesta fase é essencial para o suprimento de oxigénio e
nutrientes e para a cicatrizacdao. Desta forma, a fase proliferativa é dividida em
reepitelizacdo, fibroplasia e angiogénese (Mandelbaum et al, 2003). Como o colageno
tipo 1ll na ferida tem uma resisténcia a tensdo diminuida, o paciente corre o risco de
apresentar deiscéncia e abertura de pontos, mesmo em uma lesdo previamente

cicatrizada (Holloway et al., 2012).
d) Maturacao/Remodelamento

E a dltima fase da cadeia de cicatrizacdo, normalmente inicia-se sete dias ap6s a
lesdo tecidual, podendo durar um ano ou mais. E responsavel pelo aumento da
resisténcia a tensdo e diminuicdo do tamanho da cicatriz. Ocorre a reestruturacao da
matriz extra-celular, com aumento de depoésito e remodelacdo de colageno,
promovendo rigidez e resisténcia a tracdo a ferida (Holloway et al., 2012). A
neovasculatura local diminui, de forma que a area vai perdendo o eritema (Mandelbaum
et al, 2003). Trés semanas apo6s a lesao, a resisténcia a tensao é restabelecida para,
aproximadamente, 20% do normal. Conforme a cicatrizacdo se completa, atinge-se 70 a
80% da tensdo de ruptura da pele normal (Mandelbaum et al., 2003; Holloway et al.,

2012). Na Figura 2, mostra-se as fases da cicatrizagcao, esquematicamente.
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Figura 2: Fases da cicatrizacdo — a) inflamacao; b) proliferacédo; c) maturagao (adaptado
de Gurtner et al., 2008, com autorizacdo de Nature Publishing Group — numero
3781301070959 — Anexo 9.1 - Adapted by permission from Macmillan Publishers Ltd:
Nature, (Gurtner et al.),copyright (2008).
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1.6- Terapia Celular

Em lesGes extensas e profundas da pele e mucosas pode ocorrer destruicao da
derme e dos elementos epidérmicos, resultando em um processo de reparo lento e
sujeito a complicacdes. Nestes casos podem ser utilizados transplantes autélogos de
pele, mas seu uso é limitado pelo tamanho da area doadora e pelas condi¢des clinicas
do paciente (Boranic et al., 1999).

Dessa forma, o enxerto autélogo € o padrdo-ouro para areas queimadas,
entretanto, encontra aplicagdo limitada no caso de em pacientes com extensas
gueimaduras. Os substitutos cutadneos feitos através de bioengenharia sdo Uteis nesses
casos. Entretanto, os produtos hoje existentes ndo sdo tdo eficientes como o
transplante autélogo (Gémez et al., 2011). Para o manejo de extensas queimaduras
cutaneas, a eficacia e seguranga dos substitutos de pele ndo pode ser determinada, de
acordo com revisao realizada por Pham et al. (2007).

Alotransplantes de cadaveres ou voluntarios séo rejeitados apdés uma ou duas
semanas e fornecem somente cobertura temporaria. Enxertos de pele humana ou
animal, desvitalizados, liofilizados ou refrigerados em glicerol acomodam o tecido
conjuntivo e estimulam o crescimento de vasos sanguineos, mas, em geral, sdo

degradados precocemente (Boranic et al., 1999).

Visando solucionar o problema de pacientes com queimaduras em grande
superficie corporal, portanto com areas doadoras de pele escassas, inicialmente foi
tentada a utilizacdo de culturas de queratindcitos (Terskikh e Vasiliev, 1999) e
fibroblastos (Boss et al., 2000) cultivadas in vitro, autélogas ou nao (Bolivar-Flores et
al., 1999), de forma isolada, sobre essas areas. Foram desenvolvidos modelos de
epiderme humana reconstruida in vitro (Pruniéras et al., 1983; Régnier et al., 1998),
mas a utilizacao clinica de alguns desses modelos alcancou apenas sucesso parcial,
em grande parte devido a problemas de retragdo do enxerto, decorrentes da falta de um
leito dérmico (tecido conjuntivo) adequado (EI-Sheemy et al., 2001) ou da espessura
fina do enxerto (Carsin et al.,2000). Mais recentemente tem sido estudado o uso de
células cultivadas in vitro associadas a meios de aderéncia (fixacdo) na pele (Ronfard et
al., 1991; Horch et al., 1998; Horch et al., 2001) e o uso de substitutos ou equivalentes
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dérmicos contendo colageno, associados a fibroblastos e queratinécitos autdlogos
cultivados in vitro, com melhores resultados (Kim et al., 1999; Kremer et al., 2000;
Jansson et al., 2001).

A obtencado de uma pele contendo derme e epiderme associadas, reconstruida
com células obtidas a partir de um pequeno fragmento de pele e multiplicadas em
laboratorio, e que possa ser utilizada como enxerto, ainda é um objeto de investigagéao.
A utilizacdo de matrizes acelulares ou matrizes contendo coladgeno para crescimento
simultaneo de células dérmicas e epidérmicas tem mostrado resultados promissores
(Archambault et al.,, 1995; Auger et al., 1998; Hoeller et al., 2001). Observam-se, na
literatura, diferentes estudos com a constante preocupacdo, ndo s6 de descreverem
técnicas para se obter equivalentes de pele contendo elementos dérmicos e
epidérmicos associados, mas também de demonstrarem a viabilidade clinica desses
substitutos. Com a finalidade de correlacionar um modelo de pele ou substitutos e suas
utilizacées clinicas, as técnicas para obtencdo in vitro devem ser devidamente
padronizadas (Archambault et al., 1995; Auger et al., 1998; Hoeller et al., 2001).

Estudos tém demonstrado que a cultura simultdnea de queratinécitos e
fibroblastos seria uma abordagem mais adequada para reproduzir as caracteristicas da
pele humana in vitro do que a monocultura dessas células (Coulomb et al., 1989; Auger
et al., 1998; Moll et al., 1998).

O uso de suspensédo de queratindcitos em uma matriz natural de cola de fibrina
pode potencialmente tratar de uma variedade de defeitos de pele. Tanto em
gueimaduras agudas como também em Ulceras crbnicas, a aplicacao clinica deste tipo
de engenharia de substituto de tecido demonstra a capacidade da cultura autéloga de
queratinécitos em uma matriz de cola de fibrina em aderir ao leito da lesé@o, espalhar-se
sobre ela e reepitelizar tanto lesdes agudas como crénicas (Kopp et al., 2004).

Assim, uma grande quantidade de substitutos de pele tem sido desenvolvida nos
ultimos dez anos, fornecendo uma ampla variedade de tratamentos a disposicdo de
medicos e pacientes, como os descritos na Tabela 1. Muitos desses substitutos
apresentaram resultados clinicos insatisfatérios, o que acabou por torna-los de uso
limitado. Além disso, a literatura disponivel nao utiliza a abordagem de comparacao dos
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métodos apresentados com estudos controle.

Varios substitutos de pele tém sido desenvolvidos para tratar defeitos de pele,
sejam eles agudos ou crbnicos (queimaduras, cicatrizes, Ulceras cutaneas e
anormalidades cutaneas congénitas). Eles sdo baseados em diferentes matrizes
biocompativeis, biodegradaveis ou ndo, e que suportam o crescimento das células da
pele. Alguns substitutos de pele usam a fibrina como suporte para transferir
queratinécitos para dentro da lesdo. Tais matrizes podem ser aplicadas tanto em uma
forma sélida, como um filme transparente e flexivel, ou podem ser aplicadas na forma
de spray na lesdo, com uma suspensao de queratindcitos-cola de fibrina (Krasna,
2005).
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Tabela 1: guia de substitutos biolégicos para pele comercialmente disponiveis. A primeira coluna mostra o nome comercial do produto e seu

fabricante. A segunda coluna mostra o aspecto tipico do produto, a terceira sua composicao e caracteristicas especificas, a quarta e quinta,

informacodes sobre o custo, quando disponiveis. Fontes: HealthNow New York Inc. (2015); NM Human Services Department (2015); Priority

Health, (2015). Destaca-se que todas as imagens foram retiradas das paginas de internet das respectivas empresas fabricantes, apds consulta

na maquina de busca Google (http:/www.google.com.br).

NOME COMERCIAL COMPOSICAO/CARACTERISTICAS CUSTO CUSTO/CM?
ASPECTO TiPICO
(por unidade) (HCPCS)
Affinity® Membrana amniética humana fresca - Cédigo: Q4159
(NuTech Medical) Viabilidade: 42 dias
Alloderm® Matriz dérmica acelular humana US$ 5000,00 US$37,10
&ni 4x12cm) —

(Life Cell Corp). Alogénica (4xt2em) - US$

Doador cadaver 7000,00

Tamanho: 4cm x 12cm — 16cm x 20cm (16x20cm)
Allomax® Matriz dérmica acelular humana sem US$ 9565,75 US$30,00

(Bard Davol)

reticulacao

Mantém fibras elasticas

(10cm x 10cm)
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Alogénica

Tamanho: 2cm x 4cm — 16¢cm x 20cm

Allowrap®

(AlloSource)

Membrana amniética humana
2 camadas de tecido amniético com camada
epitelial voltada para fora

Tamanho: 2cm x 2cm — 4cm x 8cm

Codigo: Q4150

Amnioband®

(MTF)

Amniofix®

(Mimedix)

Membrana amnidtica humana

Tamanho: 2cm x 2cm — 4cm X 6 cm

Cadigo: Q4151

AmnioGraft®

(Bio-Tissue)

Membrana amniética humana
Tamanho: 16 mm (didmetro), 2cmx2cm —

4cmxb6em

Caodigo: Q4100

Membrana amniética humana criopreservada

Tamanho: 1cm x 1,5cm — 3,5 cm x 3,5¢cm

US$495,00

(1x1,5¢cm)

Cédigo: V2790
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Apligraf®

(Organogenesis)

Terapia celular composta por 2 camadas em
uma matriz de colageno tipo 1:
o Camada epidérmica com queratinocitos
humanos
o Camada dérmica com fibroblastos
humanos

Tamanho: 75mm x 75mm

US$1664,00

US$31,99

Biobrane®/
Biobrane-L®

(Smith & Nephew)

BioDDryFlex®

(BioD)

Curativo biossintético temporario

Constituido de membrana de silicone ligado a
uma malha de nylon, onde sédo colocados
peptideos originados do coldgeno da derme
suina

Tamanho: 5cm x 5cm — 38cm x 51cm e em
forma de luva (P,M,G)

US$1121,20
(5cm x 5¢cm caixa
com 5 unidades) -
> US$224,24/uni

Caodigo: Q4100

Membrana amnibética humana desidratada

Tamanho: 1,5 cm?-2cm? — 4cm?-8cm?

Cédigo: Q4138




BioDfense®

(BioD)

Biovance®

(Alliqua Biomedical)
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Membrana amniética humana

Tamanho: 2cm?x3cm2 — 10cm?-10cm?

Cédigo: Q4140

Membrana amniética humana
Folha simples desidratada

Tamanho: 1cm x 2cm — 6cm x 6¢cm

Cédigo: Q4154

Clarix®Flo

Membrana amniética humana e matriz de

cordao umbilical humano

Cédigo: Q4155

(Amniox Medical) : o (1mg)
e # ~ = Substitui ou suplementa tecido danificado ou
inadequado
Tamanho: 25mg, 50mg, 100mg
Dermacell® Matriz dérmica acelular processada com US$34,00

(Life Net Health)

e

tecnologia patenteada Matracell® e
Preservon®
Alogénica

Tamanho: 2cm x 2cm — 6 cm x 16cm
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Dermagraft® Fibroblastos humanos em um scaffold US$1500,00 US$34,21
(Shire Regenerative bioabsorvivel de pliglactina (Vicryl®)
Medicine) Tamanho: 5cm x 7,5cm
Dermagraft
®,.. Active Living Cells
Dermamatrix® Matriz dérmica acelular seca e congelada US$3393,00 — US$ 28,51 -
(Synthes) humana US$4563,00 US$31,94
Processada pela MTF
Alogénica
Tamanho: 1cm x 1cm — 2cm x 4cm
Dermapure® Camada unica de derme humana acelular - Cédigo: Q4152

(Tissue Regenix
Wound Care Inc)

Para o tratamento de feridas agudas e
cronicas
Alogénica

Tamanho: 2cm x 3cm — 4cm x 6cm

Dermavest®

(Aedicell)

Dermavest

Matriz acelular de tecido conjuntivo humano

placentario

Cédigo: Q4153
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EpiFix®

(MiMedix)

Membrana amniética e coribnica humana
desidratada

Composta de multiplas camadas, incluindo
uma camada Unica de células epiteliais,
membrana basal e matriz de tecido conjuntivo
avascular

Tamanho: 1,5cm? — 49cm?

US$215,57

Flex HD®

(Ethicon)

Matriz dérmica acelular hidratada humana
Processado pela Muscoloskeletal Transplant
Foundation (MTF)

Alogénica

Tamanho: 1cm x 2cm — 16cm x 20cm

US$30,00

Graftjacket®

(KCI)

Matriz regenerativa de tecido acelular
humano, processado do banco de tecidos
americano

Minimamente processada para remover a
epiderme e as células da derme, preservando
a estrutura dérmica

Alogénico

Material € seco e congelado

Tamanho: 4cm x 4cm — 4cm x 8cm

US$97,78
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Integra®

(Integra Life Science)

Curativo composto de matriz porosa de
colageno de tendao bovino reticulada em uma
camada semipermeavel de polisiloxane
(silicone)

Tamanho: 5cm x 5cm — 20cm x 25cm

US$24,10

Neox®Cord 1K

(Amniox Medical)

Membrana amniotica e cordao umbilical
humano criopreservado

Tamanho: 1,5cm x 1,5cm — 3cm x 6cm

Cédigo: Q4148

Neox®Flo

(Amniox Medical)

Membrana amniética humana e matriz de
cordao umbilical humano

Tamanho: 25mg, 50 mg, 100mg

Cédigo: Q4155

(1mg)

NuShield®

(Nu Tech Medical, Inc)

Membrana amnibtica e coridbnica humana em
sua configuracéo natural

Tamanho: 2cm x 3cm — 6cm x 6cm

Cddigo: Q4160




36

OASIS®

(Cook Biotech)

Scaffold de colageno

Derivado da submucosa do intestino delgado
suino

Xenogénico

Tamanho: 3cm x 3,5cm — 7cm x 20cm

US$112,66

(3cm x 3,5cm)

Cédigo: Q4124

Orcel®

(Forticell Bioscience)

Matriz alogénica com 2 camadas absorviveis
feitas de colageno bovino tipo 1, onde
fibroblastos e queratindcitos sao cultivados

Cédigo: Q4100

Permacol®

(Covidien)

Matriz dérmica acelular suina reticulada
Xenogénico

Tamanho: 1cm x 4cm — 28cm x 40cm

US$ 9259,10

(15cm x 20cm)

Cédigo: C9364

Primatrix®

(TEI Biosciences)

Matriz dérmica acelular derivada de derme
fetal bovina
Xenogénico

Tamanho: 3cm x 3cm — 10cm-25¢cm

US$37,00
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Revitalon® Membrana amniética e coribnica humana US$1098,05 Cédigo: Q4157
(Medline Industries) Contem TGF-B, FGF-2, EGF, PDGF e (2cm x 2cm)
citocinas
Tamanho: 2cm x 2cm — 4cm x 6cm
Strattice® Matriz dérmica acelular ndo reticulada £1800,00 US$27,00
(Life Cell Corp) crosslink derivado de suino
Xenogénico
Tamanho: 6cm x 8cm — 25cm-40cm
Surgimend® PRS Matriz dérmica acelular derivada de derme US$ 8000,00 US$23,00
(TEI Biosciences) fetal bovina (20cm x 20cm)
Xenogénico
Tamanho: 7cm x 17cm — 20cm-20cm
Theraskin® Enxerto de pele humana heterdloga US$795,00 - US$35,13
criopreservada, formada por fibroblastos e US$995,00

(Soluble Systems)

queratinécitos em uma matriz extracelular
completamente desenvolvida

Tamanho: 2,5cm x 5cm — 5¢cm x 7,5cm
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Transcyte® e Consiste em uma membrana de polimero e - Cédigo: Q4100

(Advaned Tissue fibroblastos humanos cultivados em uma

Science) malha de nylon. Depois do crescimento
celular, essa malha é revestida com colageno
de derme suina e ligada a uma membrana de

siicone

e Tamanho: 12,5cm x 18,75cm

HCPCS — acroénimo para Healthcare Common Procedure Coding System
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1.7- Cola de Fibrina

A cola de fibrina é um tipo de adesivo biolégico derivado do sangue (Scardino et
al., 1999), originalmente desenvolvida como agente hemostatico, auxiliando a
coagulacao, e consistindo de uma mistura de fibrinogénio e trombina, ambos nao
toxicos e biodegradaveis (Jeschke et al., 2013). Essa combinag¢ao funciona como uma
cola por simular a fase inflamatéria da cicatrizacdo (Currie et al., 2001), sendo
frequentemente utilizada em cirurgia plastica reconstrutora, transplantes de érgaos e
enxertos de pele (Scardino et al., 1999; Currie et al., 2001; Pérez-Guisado et al., 2011;
Jeschke et al.,, 2013). Na Figura 3, mostra-se os fatores que interferem na cascata da

fibrina no organismo.
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Protrombina

, 2+
ions Ca
2+
] Fator XIIl + Ca
Trombina
Produto de
degradacao da
fibrina (FDP)
o s Monodmeros Polimeros de
Fibrinogénio - —> o
de fibrina fibrina
Bloqueio da aprotinina .
Plasmina | Enzimas
(Fibrindlise) [ proteoliticas
bacterianasl

Ativadores
bacterianos
Estreptoquinase
Estafiloauinase

Plasminogénio

Figura 3: Fatores que influenciam a deposicdao e quebra da fibrina. Fibrinogénio é quebrado
para mondmeros de fibrina, pela agdo da trombina. Os mondémeros de fibrina entdo séo
polimerizados na presencga de fator XllI e célcio, precipitando como fibras de fibrina no tecido. O
polimero de fibrina € quebrado para produtos de degradacao de fibrina pela plasmina (que é
inibida pela aprotinina) e enzimas proteoliticas bacterianas (adaptado de Currie et al., 2001 —
Anexo 9.2)
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1.8- Matrizes poliméricas para o recobrimento de les6es

Diversos estudos tém apontado o uso de polimeros biodegradaveis como
colageno, quitosana, xantana, celulose e alginato, separadamente ou combinados, para
aplicacbes em engenharia de tecidos (Silva, 2008; Zhao et al., 2002; Laurencin et al.,
2001; Zhang e Ma, 1999). Particularmente, sistemas a base de quitosana, xantana e
alginato representam alternativas promissoras para a produgcao destes suportes, tendo
ja uso registrado como componentes de dispositivos de uso clinico e sendo mais
vantajosos do que matrizes de colageno no que tange a biosseguranca.

A quitosana é um amino-polissacarideo derivado da quitina, consistindo de um
copolimero de B-(1—4)-D-glucosamina e B-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina). A quitina é
encontrada em abundancia na natureza, principalmente em carapaca de crustaceos, e
a quitosana é obtida quando a maioria dos grupamentos acetil da quitina sao
removidos, normalmente por tratamento com bases fortes (Canella e Garcia, 2001). A
quitosana comercial possui, geralmente, grau de desacetilacado variando de 70 a 95%, e
massa molar na faixa de 10* a 10° g.mol” (Canella e Garcia, 2001).

A quitina e a quitosana sao polimeros biodegradaveis, de fécil associagdo as
células de mamiferos e com alto efeito regenerativo dos tecidos conjuntivo e 6sseo. A
quitosana pode ser utilizada como hemostaticos, fungistaticos, espermicidas,
antitumorais, anticolestémicos, conservantes de alimentos do ataque microbiolégico e
formadores de filmes biodegradaveis (Craveiro et al., 1999; Lim et al, 1999). Além
disso, pode também atuar como antiacido e anti-Ulcera, protegendo a mucosa gastrica
e inibindo a adesao de bactérias nas células epiteliais bucais e vaginais (Josué et al.,
2000).

A biocompatibilidade da quitosana foi comprovada em implantes em tecidos
Vivos e sua baixa toxicidade foi verificada em animais (DLso: dose letal para 50% de
uma populacdo de ratos igual a 16g/kg), permitindo, portanto, seu emprego em
formulacées farmacéuticas e médicas (Josué et al., 2000). Em adicdo, a quitosana
ainda estimula a proliferagdo e a reorganizacédo da histo-arquitetura celular (Muzzarelli
et al., 1988).
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A degradacdo deste polimero € realizada por enzimas largamente distribuidas
nos tecidos e fluidos corporais de animais (como a lisozima) e nas plantas, além de
estarem presentes nos microrganismos do solo. As membranas produzidas com
quitosana de baixo grau de desacetilacdo sdo mais facilmente absorvidas pelo
organismo durante a recuperacao do tecido, dispensando, portanto, a retirada do
curativo e, possivelmente, danos ao tecido recuperado, ainda sensivel (Khan et al.,
2000).

A quitosana possui alta solubilidade em alguns &cidos organicos, o que permite a
obtencao de filmes e membranas, apresentando também propriedade de formar um gel
em solugbes acidas, o que possibilita seu uso como veiculo em formulacoes

farmacéuticas.

Paul e Sharma (2004) mostram que um curativo experimental desenvolvido a
base de quitosana e alginato contendo antibiéticos e analgésicos tépicos apresentou,
em seres humanos, efeito benéfico no controle de infeccdo e reduziu o tempo de

cicatrizacao da ferida.

O alginato é um polissacarideo natural, encontrado em varias espécies de algas.
Esta biomolécula constitui-se de copolimeros lineares de (1,4)-a-L-guluronato e (1,4)-B-
D-manuronato em ordens variadas. A composicdo e a sequéncia dos mondmeros no
alginato dependem da sua origem (Mofidi et al., 2000) e estes fatores determinam suas
propriedades fisicas (Chan et al., 2002). As propriedades gelificantes deste composto
resultam da ligacdo cooperativa de céations divalentes localizados entre blocos

homopoliméricos de residuos do glucoronato, destacando-se o uso do calcio.

Este polissacarideo tem sido utilizado nas industrias farmacéutica e alimenticia,
sendo também empregado na preparacdao de matrizes poliméricas para encapsulacéao
de farmacos, macromoléculas e células (Chan et al, 2002), tendo uso ja bem
estabelecido no tratamento de lesdes de pele. Deve-se também ressaltar que o alginato
de calcio é seguro e relativamente barato. Além destas caracteristicas, os alginatos
possuem propriedades mucoadesivas, as quais podem aumentar o tempo de contato
entre os dispositivos por ele constituidos, o epitélio e as células do tecido linféide GALT
(Lemoine et al., 1998).
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Assim como a quitosana e o alginato, a xantana € um polissacarideo atoxico,
comumente empregado como espessante nas areas de alimentos e medicina. Sua
estrutura primaria consiste em unidades que se repetem de um pentassacarideo
formado por duas moléculas de glicose, duas de manose e uma de &cido glucorénico,
além de grupos piruvato e acetil. Sua cadeia principal consiste em unidades de (-D-
glicose com ligacoes nas posicoes 1 e 4. Este composto é obtido por fermentagéo
microbiana e sua complexagcdo com quitosana possibilita a obtencao de matrizes que
apresentam elevada absorcdo de solucbes aquosas e com estabilidade comprovada
em fluidos biolégicos (Veiga, 2009).

Uma técnica de preparacdao de membranas contendo simultaneamente quitosana
e alginato fundamenta-se na produgéo controlada de complexos das matérias-primas e
em sua moldagem e secagem (Rodrigues et al., 2008). Membranas lamelares com
78 um de espessura, capacidade de drenagem de agua de 14,3 kg/m?dia, capacidade
maxima de absorcao de até 19,2 Kg H.O/g membrana, permeabilidade a vapor de agua
de 2,7 g/m?dia e resisténcia a tragdo em torno de 30 MPa foram obtidas (Rodrigues et
al., 2008). Similarmente, membranas de quitosana e xantana podem ser também
produzidas (Veiga, 2009), sendo também possivel a obtencdo, tanto para a combinacao
alginato-quitosana quanto para quitosana-xantana, de matrizes porosas pelo uso de
tensoativos biocompativeis durante a etapa de complexagdo dos polissacarideos
(Bueno e Moraes, 2011; Bellini, 2012).

A combinacdo destes polimeros na forma de complexos de polieletrélitos é
frequentemente utilizada visando a sinergia e mesmo melhoria de propriedades dos
compostos, por exemplo, 0 aumento da absorgdo de exsudatos e da estabilidade a
exposicao a solugdes aquosas e ao pH (Paul e Sharma, 2004; Pires et al., 2015).
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2- Justicativa e Hipotese

As Ulceras cutaneas crbénicas tém dificil cicatrizacdo, podendo permanecer por
toda a vida. Cerca de 20% das lesdes tratadas por métodos convencionais no periodo
de um ano nao regridem (Nelson et al., 2002) e 34% dos pacientes curados apresentam
recidivas (Barwell et al., 2004; Morrell et al., 1999). Os tratamentos hoje disponiveis,
como desbridamento, curativos, enxertos de pele de regides sadias do proprio paciente,
utilizagdo de agentes quimioterapicos, dentre outros, sdo ineficazes na maioria dos

casos.

Esse aspecto é preocupante, uma vez que Ulceras, como as de estase venosa,
afetam de maneira muito negativa a vida do doente, pois além de serem associadas a
intensa dor (Hareendran et al., 2005; Gonzalez-Consuegra e Verdud, 2011), reduzem a
mobilidade do individuo, o qual pode ter entdo outras complicacbes como trombose
venosa, ganho de peso e co-morbidades associadas. Além disso, o paciente é
frequentemente afastado do trabalho e hospitalizado, reduzindo seu contato social
(Persoon et al., 2004; Green e Jester, 2010), o que facilita o desenvolvimento de

depressao.

Diante disso, visou-se neste trabalho disponibilizar um tratamento menos
agressivo, mais eficaz e viavel economicamente, buscando também melhores
resultados funcionais e estéticos através da aplicagéo de culturas de fibroblastos com
cola de fibrina e uso de matrizes polissacaridicas. A terapia celular com cultura de
queratinécitos autélogos tem mostrado importantes resultados na cicatrizacdo de lesées
da pele, incluindo rapida e efetiva regressdo da lesdo e reduzindo o tempo de
tratamento (Rehder et al., 2013).

O uso de coberturas biocompativeis das células aplicadas na superficie da lesao
€ também relevante, pois pode auxiliar na redug¢éo da dor, na melhoria da cicatrizacédo e
também na protegdo da drea em tratamento do contato com agentes externos, como
micro-organismos contaminantes. A associagdo de diferentes biopolimeros visando a
obtencdo de coberturas com tais propriedades pode, assim, resultar no

desenvolvimento de curativos com melhores caracteristicas, como, por exemplo, alta
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absorcao de fluido. Relevantes resultados in vivo foram recentemente relatados sobre o
uso de membranas formadas associando-se quitosana e goma xantana (Bellini et al.,
2015) e alginato (Caetano et al., 2015) para tratar Ulceras cutdneas em ratos Wistar em
combinagdo ou ndo com células mesenquimais estromais, verificando-se apreciavel

potencial para aplicacdo também como curativos em Ulceras cutdneas em humanos.

Dessa forma, no presente estudo foi proposto o desenvolvimento de terapia
celular com culturas de fibroblastos, associada a matrizes bioldgicas constituidas de
membranas de: quitosana complexada com alginato ou xantana, visando uma melhor e
mais rapida cicatrizacao de ulceras em paciente com dermatomiosite juvenil e calcinose

universal.
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3- Objetivos

3.1- Objetivo Geral

Avaliar a eficacia do tratamento de Ulceras cutdneas, em paciente com
dermatomiosite juvenil e calcinose universal, com cultura de fibroblastos autélogos
associada ao uso de membranas constituidas de quitosana complexada com alginato

ou xantana.

3.2- Objetivos Especificos

3.2.1 - avaliar clinicamente o paciente quanto a reepitelizagédo, eritema, edema,
tipo e formacao de exsudato e infeccdo das Ulceras cutaneas.

3.3.2 - avaliar se ha diferenca em relagédo ao tipo de membrana utilizada quanto
a reepiteliagcdo, melhora da dor, formacao de exsudato e infeccao da ferida.

3.3.3 — avaliar o efeito da terapia proposta na qualidade de vida do paciente.
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4- Materiais e Métodos

4.1- Paciente e Local do Estudo

O paciente incluido neste estudo foi recrutado no Ambulatério de Dermatologia do
Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), e
seguido por 20 meses apoOs a aplicagdo da terapia celular associada ao uso das
membranas. O paciente sé foi incluido depois de aceite de sua participacdo mediante
leitura da Carta de Consentimento e a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), assinado e autorizado pela mé&e do mesmo, com cépia disponivel
no Anexo 9.3. Os procedimentos adotados foram previamente estabelecidos e
homologados junto ao Comité de Etica em Pesquisa (444.726 — Parecer emitido em
08/11/2013, disponivel no Anexo 9.4), respeitando-se 0s principios enunciados na

declaracao de Helsinque e na Resolucdo CNS 196/96 do Ministério da Saude.

As culturas de células foram realizadas no Laboratério de Cultura de Células da
Pele (LCCP) localizado no prédio do Centro de Investigacdo em Pediatria (CIPED) da
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Unicamp.

As matrizes dos biopolimeros quitosana, alginato e xantana foram preparadas no
Departamento de Engenharia de Materiais e de Bioprocessos da Faculdade de
Engenharia Quimica (FEQ) da Unicamp e esterilizadas com 6xido de etileno pela
ACECIL - Central de Esterilizacao Comércio e Industria LTDA. (Campinas, SP).

4.2- Coleta de material

Amostras de pele foram coletadas de areas sem lesdes ativas do paciente sob
condicoes assépticas. O paciente foi colocado em decubito dorsal horizontal, com
exposicao da regiao de coleta que entao foi limpa com solucao tépica de clorexidina 2%
(Riohex® 0,2, Rioquimica Industria Farmacéutica, Brasil). Foi aplicada anestesia local
com xilocaina 1% sem vasoconstritor (Xylestesin® 2%, Cristalia, Brasil) na dose de 1,8
mL. A seguir, foi realizada a incisdo com extensao entre 1,0 a 2,0 cm. A amostra de
pele sa obtida foi armazenada em frasco estérii com solucdo salina 0,9% com
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antibiético e antimicotico (Anti-Anti 15240, lote 577999, GIBCO/Invitrogen) e a area foi
suturada com pontos separados através de fio monofilamentar de nylon 5.0, seguido de
curativo oclusivo. As amostras de pele foram encaminhadas e processadas no
Laboratorio de Cultura de Células da Pele. Trés amostras foram retiradas em trés

momentos diferentes.

4.3- Preparacao das amostras de pele para culturas celulares

Apbs o recebimento dos frascos contendo amostra de pele, os fragmentos foram
separados do tecido adiposo e colocados em frascos com meio de cultura RPMI 1640
(LGC Biotecnologia) suplementado com antibiético e antimicético (Anti-Anti 15240, lote
577999, GIBCO/Invitrogen) e armazenados em geladeira (4-8°C) até serem
manipulados, nao ultrapassando o prazo maximo de 12 horas. O LCCP disp6e de uma
sala de cultura devidamente equipada e com sistema de controle ambiental, area limpa
classe 10.000 ISO 7 (ISO 14644-1), onde todos os procedimentos foram realizados,
seguindo as técnicas ja testadas e padronizadas pelo apoio técnico do laboratorio.

Apoés o descarte do meio, os fragmentos foram colocados em placas de Petri com
solugéo de tripsina 0,25%/EDTA 1X (GIBCO) e mantidos em incubadora a 37°C com
5% de CO, por 4 horas, para que ocorresse a separagao entre a derme e epiderme.
ApGs este periodo, foi adicionado Soro Fetal Bovino (LGC) a 10% para a interrupg¢ao da
atividade da tripsina. Os fragmentos da derme foram separados e colocados em
garrafas modelo T25 para cultivo de fibroblastos.

4.4- Cultura de fibroblastos

Os fibroblastos foram cultivados em meio M199 (Sigma-Aldrich), suplementado
com L-glutamina (0,2 mg/mL), penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (0,1 mg/mL)
(GIBCO/Invitrogen) e soro fetal bovino 10% (FBS - LGC Biotechnology).

A troca do meio de cultura foi realizada trés vezes por semana para garantir a
manutencao do pH e o suprimento dos nutrientes das culturas e a passagem celular foi
determinada pela confluéncia acima de 90% do frasco. Na passagem celular o meio de
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cultura foi descartado e, em seguida, adicionou-se tripsina a 0,25% (Trypsin + EDTA)

em cada frasco, com incubacao de 5 minutos a 37°C, com tensdo de CO; de 5%.

O soro fetal bovino foi utilizado para neutralizagdo da tripsina e o liquido dos
frascos contendo células foi transferido para tubos cbnicos de 50 mL (Falcon) e
centrifugado (1500rpm/10min). Desprezado o sobrenadante, as células foram
ressuspensas e uma aliquota foi retirada para certificacdo de viabilidade celular (90%)
com azul de Trypan (Merck Chemicals) e determina¢cdo do numero de células através
de contagem em camara de Neubauer. ApGs a contagem, as células em suspensao
foram distribuidas em garrafas de cultura modelo T25 e mantidas em Incubadora a
37°C com 5% de CO», contendo 107 células por garrafa.

Apoés quatro passagens, as células foram criopreservadas, em DMSO a 10%, e
armazenadas em freezer a -80C até o momento da convocacdo do paciente para

aplicacao.

Na Figura 4, demonstra-se, esquematicamente o fluxograma simplificado da

cultura celular.

Bidpsia de Separagdo
S o S '
pele Tripsinizagao Derme/Epiderme
Fluxo
laminar

Incubadora

de CO,
Neutralizagao

Fragmentos da
Derme

Meio Especifico — M199
(Sigma-Aldrich)

Cultivo de Fibroblastos

Figura 4: Etapas do cultivo de fibroblastos
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4.5- Preparacao das Membranas

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

As membranas foram obtidas de acordo com adaptacées dos métodos
estabelecidos por Rodrigues et al. (2008), Bueno e Moraes (2011) e adaptado por Pires
e Moraes (2015), no caso de dispositivos de Q-A, e com base nos procedimentos
desenvolvidos por Veiga e Moraes (2011) e Bellini et al. (2012) para as membranas de
Q-X.

Foram utilizadas quitosana com grau de desacetilacdo de 96% (Sigma-Aldrich,
lote de numero 109K0043V), alginato de sodio de média viscosidade obtido de
Macrocystis pyrifera (Sigma-Aldrich, lote de niumero 058K0126), goma xantana (Sigma-
Aldrich, lote de niumero 108K0038), acido acético glacial, cloreto de calcio diidratado e
hidréxido de sédio (Merck); além disso, a agua utilizada foi destilada e deionizada em

um sistema Milli-Q (Millipore).

Os equipamentos utilizados consistiram de um reator de ago inoxidavel
encamisado com didmetro interno de 10 cm e altura de 20 cm, uma bomba peristaltica
Gilson modelo Minipuls 3, uma estufa com circulagdo de ar 410D da Nova Etica, um
banho ultratermostéatico Q-214 M2 e um agitador mecanico Q-251 D com hélice do tipo
pas inclinadas de raio de 2,1 cm da Quimis.

As membranas de quitosana e alginato foram preparadas pela adicdo de
aliquotas de 180 mL de solucéo de quitosana a 1% (m/v) dissolvida em acido acético a
2% (v/v) em 360 mL de solugado aquosa de alginato a 0,5% (m/v) na vazao de 200 mL/h
no reator de aco inoxidavel mantido a 25 °C, sob agitacdo de 500 rpm. Apds a mistura
das solugdes, a intensidade de agitagdo do material foi aumentada para 1000 rpm por
10 minutos adicionais. Em seguida, 26 mL de solucdo aquosa de NaOH a 2M foram
adicionados para aumentar o pH para 7, mantendo-se a agitagao por mais 10 minutos.
Em seguida, 7,2 mL de solugcdo aquosa de CaCl, a 2% (m/v) foram adicionados para
reticular as carboxilas do alginato que ndo se complexaram a quitosana. A mistura

obtida foi desaerada por 120 minutos, transferida (em aliquotas de massas iguais) para
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guatro placas de Petri de poliestireno (diametro de 15 cm) e seca em estufa a 60 °C por
6 horas. Apés a secagem, as membranas foram imersas em 150 mL de solu¢do aquosa
de CaCl, a 2% (m/v) por 30 minutos, para a reticulagdo das carboxilas livres
remanescentes do alginato, e entdo lavadas por duas vezes por 30 minutos com 200
mL de agua deionizada. A etapa final de secagem foi realizada a temperatura ambiente
por 24 horas. llustra-se, na Figura 5, esse processo de forma simplificada.

360mL solugdo aquosa alginato 0,5% (m/v) - reator

Agitacdo 500 rpm \l/ Temperatura 25°C

180mL solugdo quitosana 1% (m/v) dissolvida em solugdo
de 4cido acético 2% (v/v)

100 rpm 10 min \l/

Ajuste pH em 7,0 com 26 mL NaOH 2M (10 min)

!

Adicdo de 7,2mL CaCl, 2% m/v (10 min) — reticulagdo de
carboxilas ndo complexadas

l

Desaeracgdo (120 min)

Placas de Petri \L Secagem a 60°C por 6h

Reticulagdo idnica com CaCl, 2% m/v (30 min) e lavagem
com agua deionizada (2x 30min)

!

Secagem final (temperatura ambiente) — 24h

Figura 5: Preparacao da membrana de quitosana-alginato.
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No caso das membranas de quitosana e goma xantana, 200 mL de solugéo
aquosa de goma xantana a 1,5% (m/v) foram adicionados a 200 mL de solugédo de
quitosana a 1,5% (m/v) dissolvida em acido acético a 1,5% (v/v) na vazao de 30 mL/h, a
25°C e sob agitacao (1000 rpm). Em seguida, desaerou-se a suspensao e transferiu-se
a mistura para uma placa de poliestireno de 15 cm de diametro e fez-se a secagem do
material a 37°C por 24 a 48 horas. A membrana foi lavada por 30 minutos, por duas
vezes, com 200 mL de agua deionizada, uma vez com 250 mL de tampao Hepes
(Sigma-Aldrich) a 10 mM para neutralizar o pH e finalmente, com 500 mL de &gua
deionizada. Uma etapa final de secagem foi realizada a temperatura ambiente por 24
horas, prendendo-se as bordas para evitar o encolhimento da membrana. Esquematiza-
se essa preparacao na Figura 6.

200mL solucdo aquosa goma xantana 1,5% (m/v) - reator

Agita¢do 1000 rpm \l/ Temperatura 25°C

200mL solugdo quitosana 1,5% (m/v) dissolvida em acido acético
1,5% (v/v)

1000 rpm por 10 min

Desaeracgdo da suspensdo

Placas de Petri Secagem a 37°C por 24-48h

Lavagem com agua deionizada (2x 30 min)

Lavagem com solugdo tampao (neutralizar pH)

Lavagem com agua deionizada (30 min)

!

Secagem final (temperatura ambiente) — 24h

Figura 6: Esquema da preparacao da membrana de quitosana-xantana.
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As membranas foram esterilizadas com Oxyfume 30 (30% de éxido de etileno e
70% COy) a 40°C por 8 horas, sob umidade relativa de 30 a 80% pela ACECIL - Central
de Esterilizagcdo Comércio e Industria LTDA (Campinas, SP).

4.6- Microscopia Eletronica de Transmissao das Células

Para avaliar a presenca de células na superficie e/ou interior das matrizes, as
amostras passaram por uma analise de microscopia eletrbnica no Laboratério de
Microscopia Eletrénica do Departamento de Anatomia Patoldégica da Unicamp. Foi
realizado cultivo de fibroblastos sobre as membranas por 48 horas e, apdés serem
fixadas em solugdo Karnovsky, foram impregnadas pelo ésmio e incluidas em resina
araldite. A aquisicdo das imagens foi obtida em microscépio Zeiss, com aumentos de
1293 a 12930X.

4.7- Aplicacao das células e acompanhamento do paciente

As células foram descongeladas e cultivadas por pelo menos 72 horas antes da
aplicacdo. No dia da aplicacdo, as células foram tripsinizadas, lavadas e contadas
conforme protocolos anteriormente descritos por Rehder et al. (2004), Souto et al.
(2005, 2006), Bosnardo (2010) e Dinato et al. (2012). Foi preparada uma cultura de
fibroblastos num total de 1x10” células. Para a aplicagdo, aspergiu-se as células com
a cola de fibrina (Beriplast P — CSL-Behring) sobre o leito da Ulcera sob condi¢coes

asseépticas, em regime ambulatorial (Figura 7).

Apos a aspersao das células, sobre a ulcera, foram colocadas as membranas de
polissacarideos previamente intumescidas em solugao fisioldgica (Figura 8), a fim de
proteger a area contra agentes que possam retirar 0 enxerto e visando auxiliar o

processo de cicatrizagao.

O paciente foi acompanhado por 20 meses, a cada 7 dias no primeiro més e,
posteriormente a cada 15 ou 30 dias. Novas aplicacdes foram realizadas de acordo

com a resposta do paciente, sendo estas em um total de 7.
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Figura 8: colocagdo da membrana apds aspersdo da cultura celular com cola de

fibrina.
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4.8- Analise dos dados

Foi realizada a documentagdo fotografica no dia da aplicagdo da cultura de
células e em todas as reavaliagdes. Uma camera NIKON D5100 foi utilizada para tal. As
fotos foram feitas com uma régua para possibilitar a mensuracédo da area das Ulceras,

utilizando o software Image J2 (Fiji).

4.9- Aplicacao de questionarios de qualidade de vida

O paciente foi submetido a aplicacéo de 2 questionarios sobre qualidade de vida,
previamente a aplicacdo da terapia e 3 meses apdés a 72 aplicacdo. O primeiro
questionario, Charing Cross Venous Ulcer Questionnaire (CCVUQ), esta descrito no
anexo 9.5 e € mais especifico para ulceras, e 0 segundo, constituido da versao
Brasileira do Questionario de Qualidade de Vida SF-36, esta descrito no anexo 9.6,
fazendo uma andlise da qualidade de vida geral.

Os dados do questionario CCVUQ sé&o descritivos. Ja para a andlise do SF-36
foram utilizados os parametros descritos a seguir, sendo constituido primeiro pela
ponderacao dos dados e, depois, pelo célculo do Raw Scale:

4.9.1- Ponderacao dos dados (SF-36):

Os escores do questionario de qualidade de vida formam calculados de acordo com
a Tabela 2.



Tabela 2: Ponderagéo dos dados
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Questao Pontuacao
01 Se a resposta for Pontuacao
1 5,0
2 4.4
3 3,4
4 2,0
5 1,0
02 Manter o mesmo valor
03 Soma de todos os valores
04 Soma de todos os valores
05 Soma de todos os valores
06 Se a resposta for Pontuagéo
1 5
2 4
3 3
4 2
5 1
07 Se a resposta for Pontuacao
1 6,0
2 5,4
3 4,2
4 3,1
5 2,0
6 1,0
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08

A resposta da questdo 8 depende da nota da questéao 7
Se7=1ese8=1,0valordaquestao é (6)
Se7=2a6ese8=1,0valordaquestao é (5)
Se7=2a6ese8=2,0valordaquestao é (4)
Se7=2a6ese8=3,0valordaquestao é (3)
Se7=2a6ese8=4,ovalordaquestio é (2)
Se7=2a6ese8=3,0valordaquestao é (1)

Se a questao 7 nao for respondida, o escorre da questao 8 passa a ser o
seguinte:

Se a resposta for (1), a pontuagéo sera (6)
Se a resposta for (2), a pontuagao sera (4,75)
Se a resposta for (3), a pontuagéo sera (3,5)
Se a resposta for (4), a pontuagéo sera (2,25)

Se a resposta for (5), a pontuagao sera (1,0)

09

Nesta questao, a pontuagao para os itens a, d, e ,h, devera seguir a seguinte

orientacao:
Se a resposta for 1, o valor sera (6)
Se a resposta for 2, o valor sera (5)
Se a resposta for 3, o valor sera (4)
Se a resposta for 4, o valor sera (3)
Se a resposta for 5, o valor ser (2)
Se a resposta for 6, o valor sera (1)

Para os demais itens (b, c,f,g, i), o valor sera mantido o mesmo

10

Considerar o mesmo valor.

11

Nesta questéo os itens deverdo ser somados, porém os itens b e d deverao
seguir a seguinte pontuacao:
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Se a resposta for 1, o valor sera (5)
Se a resposta for 2, o valor sera (4)
Se a resposta for 3, o valor sera (3)
Se a resposta for 4, o valor sera (2)

Se a resposta for 5, o valor sera (1)

4.9.2- Calculo do Raw Scale (SF-36):

Nesta fase transforma-se o valor das questbes anteriores em notas de 8

dominios que variam de 0 (zero) a 100 (cem), onde 0 refere-se a pior e 100 a melhor

para cada dominio. E chamado de raw scale porque o valor final ndo apresenta

nenhuma unidade de medida.

Os dominios sao listados a seguir:

e Capacidade funcional

e Limitagdo por aspectos fisicos

e Dor

e Estado geral de saude

e Vitalidade

e Aspectos sociais

e Aspectos emocionais

e Saude mental

Para os célculos referentes a cada dominio, aplica-se a seguinte equagao:

Valor no dominio =

Valor obtido nas questdes correspondentes — Limite inferior x 100

Variacao (Score Range)
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Na equacao, os valores de limite inferior e variacdo (Score Range) séao

fixos e estao estipulados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores para calculo do Raw Scale.

Dominio Pontuacdo das questdes Limite inferior Variagcao
correspondidas

Capacidade funcional 03 10 20

Limitag&o por 04 4 4

aspectos fisicos

Dor 07 + 08 2 10

Estado geral de 01 + 11 5 20

saude

Vitalidade 09 (somente os itens a + 4 20
e+g+i)

Aspectos sociais 06 +10 2 8

Limitagdo por 05 3 3

aspectos emocionais

Saude mental 09 (somente os itens b + 5 25

c+d+f+h)
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5- Resultados

5.1- Caracteristicas da cultura de fibroblastos provenientes do paciente portador
de DMJ

O aspecto tipico das células do paciente em cultura é observado nas Figuras 9 e
10. Observa-se que os fibroblastos iniciam seu crescimento a partir do fragmento da
derme no meio de cultura. Inicialmente os fibroblastos encontram-se dispersos na
garrafa de culturas e, com o passar do tempo, apresentam-se confluentes.

X
N

Fibroblastos .

4%

Figura 9: Fragmento de derme e cultura de fibroblastos inicial, no décimo dia.

Figura 10: Cultura de fibroblastos ao trigésimo dia, notando-se a confluéncia celular.
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5.2- Analise do material estudado por microscopia eletronica de transmissao

Visando analisar o comportamento das culturas de fibroblastos nas membranas,
foi realizado estudo através de microscopia eletrdnica de transmisséo. As células foram
incubadas por 48 horas na presenca do meio de cultura sobre as membranas e os

resultados encontram-se na Figura 11.

lu 4325 040911  aM  12930¢0.93vm lu 4326 040911 M 1293¢ 9.3vm lu 4681 821211 N 3597(3.36wm
A 2P 82/14 m poros B c 2P 89714 pele

2P 82714 m pPoros oU 68 Onm-00.0

U 68 @nm-00.0 U 68 Bnm-00.9

Figura 11: Membranas e células (setas brancas) vistas por microscopia eletrdnica de
transmissdo: A- membrana de quitosana e xantana (aumento de 12930X); B-
membrana de quitosana e alginato (aumento de 1293X); C — membrana de quitosana e

alginato (aumento de 3597X).

Nota-se que as células foram capazes de penetrar na membrana de quitosana e
xantana (Figura 11A). Ja nas Figuras 11B e 11C, nos aumentos mostrados, ndo é
possivel ver as células, ou por terem sido lavadas durante o processo de fixacao ou por

estas ndo aderirem a membrana.
5.3- Caso clinico

Homem, branco, 18 anos, com diagnostico de dermatomiosite juvenil desde os 5
anos de idade e calcinose universal, rapidamente progressiva, a partir dos 12 anos. Fez
uso de gamaglobulina, diltiazem, alendronato e azatioprina, sem controle da doenca.
Atualmente em uso de prednisolona, metotrexate, acido félico, carbonato de caélcio,
vitamina D3, levotiroxina e sulfametaxazol-trimetoprim. Apresentava extensas Ulceras,

principalmente nos membros inferiores, e calcificacdes difusas. No inicio do estudo, o
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paciente ndo encontrava-se em atividade da doenca de base.
5.4- Terapéutica adotada

O paciente apresentava mdltiplas lesbes cutaneas, variando de
aproximadamente 0,5 cm? a 8 cm?, distribuidas por todo o corpo, principalmente nos
membros inferiores. As lesbes selecionadas para o tratamento foram as maiores, mais
profundas e que causavam maior desconforto ao paciente. Foi feito acompanhamento
fotografico e medida da area das Ulceras nas semanas 0, 3, 21, 28, 42, 64, 79 e os

resultados estdo demonstrados nas Figuras 12 a 16.

Figura 12: Evolucao da Ulcera — joelho direito, porcao lateral: (A) semana 0, primeira
aplicacao de fibroblastos autélogos e membrana Q-A; (B) semana 3, segunda
aplicacao; (C) aspecto da lesdao na semana 4; (D) semana 6, terceira aplicacdo da
membrana Q-A; (E) semana 21, quarta aplicagao; (F) semana 28, quinta aplicagcéo; (G):
semana 42, sexta aplicagédo; (H) semana 64, sétima aplicacao.

Na Figura 12 mostra-se a evolugéo da ulcera do joelho direito, porcao lateral, ao
longo de 42 semanas de tratamento. No inicio do tratamento € possivel notar a
extensdo da Ulcera, com exposicao oOssea (Figura 12A). Observa-se na imagem
referente a segunda aplicacdo a presenca de crostas e o inicio da cicatrizacao
centripetamente (Figura 12B) e, uma semana depois, uma melhora de 75% (Figura
12C). Na semana 21, momento da quarta aplicacédo, nota-se completa reepitelizacao da
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porcdo distal da ulcera (Figura 12E). Na semana 28, devido a um quadro infeccioso
sistémico, houve pequeno aumento na extensdo da ferida de 0,88 cm? para 1,22 c¢cm?
(Figura 12F) e na semana 42, apesar de um novo aumento na area de extensdo da
Ulcera (de 1,22 cm? para 1,43 cm2), foi notada uma melhora na profundidade da lesao
(Figura 12G). Na sétima aplicacdo, efetuada na semana 64, percebe-se 87,85% de

melhora desde o inicio (Figura 12H).
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Figura 13: Evolugéo da ulcera localizada no joelho direito, porgéo lateral: (A) semana 0;
(B) semana 79.

Na Figura 13, observa-se a comparagao da ulcera na primeira aplicacao, com
uma area ulcerada de 7,82cm? (Figura 13A) e 15 semanas apds a Ultima aplicacéo,
com uma lesao de 0,25 cm? de area (Figura 13B), mostrando uma reducao de 96,8% na
area da lesao.
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Figura 14: Evolugcao da Ulcera localizada no joelho esquerdo, porcdo medial: (A)
semana 0; (B) semana 3 - segunda aplicagdo; (C) semana 4 — 1 semana apos a
segunda aplicacdo; (D) semana 6 — terceira aplicacdo; (E) semana 21 — quarta
aplicacao; (F) semana 28 — quinta aplicagdo; (G): semana 42 — sexta aplicacao; (H)

semana 64 — sétima aplicagéo.

Na Figura 14 mostra-se a evolucdo da ulcera do joelho esquerdo, por¢cdo medial,
ao longo de 42 semanas de tratamento. No inicio do tratamento é possivel notar a
extensdo da Ulcera, com darea total de 6,08 cm? (Figura 14A). Observa-se na imagem
referente a segunda aplicacao a presenca de crostas e o inicio da cicatrizagao (Figura
14B) e, uma semana depois, nota-se a presenca de tecido de granulacéo (Figura 14C).
Na terceira aplicacdo, observa-se melhora significativa na profundidade da Ulcera
(Figura 14D). O aspecto da Ulcera apos a colocagao da membrana, no caso quitosana-
xantana, é demonstrado na Figura 14E. Na semana 42 (sexta aplicacao — Figura 14G),
nota-se a presenca de pequenas areas de exulceracdes devido a trauma local. Na
sétima aplicagdo, efetuada na semana 64, percebe-se completa cicatrizagdo da ulcera
(Figura 14H).
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Figura 15: Comparacao da evolugdo da ulcera — joelho esquerdo, porcado medial: (A)

semana 0; (B) semana 79.

Na Figura 15 é possivel avaliar a cicatrizagdo da lesdo no inicio e 3 meses apoés
a Ultima aplicacdo. E importante destacar que, menos de 12 horas apés a aplicagéo das
células e membranas, o paciente referiu melhora completa da dor. Dentro de dois dias,
notou-se o inicio da cicatrizagdo, apresentando exsudacgao, provavelmente secundaria
a cola de fibrina, presenca de tecido de granulagcdo e crostas serosas em algumas
lesb6es. Subsequentemente, observou-se fechamento centripeto das lesdes. As Ulceras

menos extensas ja apresentaram cicatrizacdo completa no final da primeira semana.

A porcentagem de cicatrizacdo alcancada foi superior a 89%, conforme
demostrado na Figura 16 e na Tabela 4, com melhora progressiva sendo observada
mesmo apods cinco meses da ultima aplicagdo. O paciente continua sem dor até o
momento. Na avaliagdo das ulceras ndo houve edema ou quadro infeccioso nas lesdes.
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Figura 16: Evolucdo da cicatrizacao das Ulceras. As setas indicam o momento da
aplicagéo (semanas 0, 3,6, 21, 28, 42 e 70). Nas lesdes do joelho direito foi utilizada

membrana de quitosana-alginato e, nas do esquerdo, quitosana-xantana.

Tabela 4 — Porcentagem de reepitelizacdo das Ulceras ao final do tratamento.

Local da ulcera Epitelizacao (%)
Joelho direito lateral 96,8%
Joelho esquerdo lateral 89,6%
Joelho direito medial 100

Joelho esquerdo medial 100




5.5- Respostas aos questionarios de qualidade de vida

5.5.1 — Charing Cross Venous Ulcer Questionnaire (CCVUQ) - versao de
Couto et al. (2012):

O questionario CCVUQ, mais voltado a relacdo do paciente com a Ulcera, foi
respondido pelo paciente no dia 19/02/2014, previamente a terapia celular. As opgdes

selecionadas estao indicadas em cinza.

1- Eu tenho dor por causa da minha Ulcera:

Nenhuma parte do Pouca parte do De vezem | Frequentemente Sempre
tempo tempo quando
1 2 3 4 5
2- Estar com uma Ulcera na minha perna me impede em fazer o seguinte:
Nenhuma | Pouca De vezem | Frequentemente | Sempre
parte do | parte do quando
tempo tempo
a-) Reunir com parentes e 1 2 3 4 5
amigos
b-) Viajar de férias 1 2 3 4 5
c-) Realizar meus 1 2 3 4 5
passatempos (hobbies)
d-) Usar transporte publico 1 2 3 4 5

3- Quanto verdadeiro ou falso sdo as seguintes informagdes considerando sua Ulcera na perna:

Definitivamente

falso

parte falso | sei

Na maior Nao

Na maior parte

verdadeiro

Definitivamente

verdadeiro

a-) Minha ulcera

geralmente faz com que

eu realize minhas

atividades de forma mais

lenta

1

2 3

4

5




b-) Minha Ulcera me
deixa preocupado em

meus relacionamentos

c-) A secrecao da minha 1
Ulcera & um problema

d-) Eu gasto muito tempo

pensando na minha

Ulcera

e-) Eu fico preocupado 1
que minha ulcera nunca

cure

f-) Eu estou cansado de
gastar muito tempo

tratando da minha Ulcera

4- Eu sou triste por causa da aparéncia das minhas pernas devido a Ulcera e/ou curativos:

3 4 5
3 4
3 4 5
3 4
3 4

Nao, definitivamente De vez em quando Frequentemente Toda hora
nao (sempre)
1 2

5- A Ulcera da minha perna me limita de fazer as seguintes tarefas de casa:

Nenhuma | Pouca De vez | Frequentemente | Sempre
parte do | parte do em
tempo tempo quando
a-) Cozinhar 1 2 3 4
b-) Limpar 1 2 3 4
c-) Fazer compras 1 2 3 4
d-) Cuidar do quintal 1 2 3 4
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6- Eu me sinto deprimido por causa da minha Ulcera na perna:

Nunca

De vez em quando

Frequentemente

Sempre

2

4

7- Com relagao aos curativos da sua perna, indique o quanto é um problema para vocé:

Nenhum Pequeno | Moderado Grande Enorme
problema | problema problema problema problema

a-) O volume deles 1 2 3 4 5

b-) A aparéncia deles 1 2 3 4 5

c-) A influéncia nas roupas 1 2 3 4 5

que eu uso

8- Eu tenho dificuldade de andar por causa da Ulcera da minha perna:
Nunca De vez em quando Frequentemente Sempre
1 2 4 5
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O questionario foi novamente respondido pelo paciente no dia 07/10/2015, 3

meses apods a ultima aplicacao. As opgdes selecionadas estdo indicadas em cinza.

1- Eu tenho dor por causa da minha Ulcera:

Nenhuma parte do Pouca parte do De vez em | Frequentemente Sempre
tempo tempo quando
1 2 3 4 5
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2- Estar com uma Ulcera na minha perna me impede em fazer o seguinte:

Nenhuma | Pouca De vezem | Frequentemente
parte do | parte do quando
tempo tempo
a-) Reunir com parentes e 1 2 3
amigos
b-) Viajar de férias 1 2 3
c-) Realizar meus 1 2 3
passatempos (hobbies)
d-) Usar transporte publico 1 2 3

3- Quanto verdadeiro ou falso séo as seguintes informag6es considerando sua Ulcera na perna:

Definitivamente | Na maior | Nao | Na maior parte | Definitivamente
falso parte falso | sei verdadeiro verdadeiro
a-) Minha Ulcera 1 2 3 4
geralmente faz com que
eu realize minhas
atividades de forma mais
lenta
b-) Minha Ulcera me 1 2 3 4
deixa preocupado em
meus relacionamentos
c-) A secrecao da minha 1 2 3 4
Ulcera & um problema
d-) Eu gasto muito tempo 2 3 4
pensando na minha
Ulcera
e-) Eu fico preocupado 2 3 4 5
que minha ulcera nunca
cure
f-) Eu estou cansado de 2 4 5
gastar muito tempo .




tratando da minha Ulcera

4- Eu sou triste por causa da aparéncia das minhas pernas devido a Ulcera e/ou curativos:

Nao, definitivamente De vez em quando Frequentemente Toda hora
nao (sempre)
1 2 4 5

5- A llcera da minha perna me limita de fazer as seguintes tarefas de casa:

Nenhuma | Pouca De vez | Frequentemente | Sempre
parte do | parte do em
tempo tempo quando
a-) Cozinhar 1 2 3 4 5
b-) Limpar 1 2 3 4 5
c-) Fazer compras 1 2 3 4 5
d-) Cuidar do quintal 1 2 3 4 5
6- Eu me sinto deprimido por causa da minha Ulcera na perna:
Nunca De vez em quando Frequentemente Sempre
1 2 4 5

7- Com relagao aos curativos da sua perna, indique o quanto é um problema para vocé:

Nenhum Pequeno | Moderado Grande Enorme
problema | problema problema problema problema
a-) O volume deles 1 2 3 4 5
b-) A aparéncia deles 1 2 3 4 5
c-) A influéncia nas roupas 1 2 3 4 5
que eu uso
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8- Eu tenho dificuldade de andar por causa da Ulcera da minha perna:

Nunca De vez em quando Frequentemente Sempre

1 2 4 5

5.5.2- Versao brasileira do Questionario de Qualidade de Vida — SF-36:

Um questionario alternativo, sobre qualidade de vida geral, foi respondido pelo
paciente no dia 19/02/2014, previamente ao inicio da terapia. As opgdes selecionadas

estao indicadas em cinza.

1- Em geral vocé diria que sua salde é:

Excelente Muito Boa Boa Ruim Muito Ruim

1 2 3 4 5

2- Comparada h& um ano atras, como vocé se classificaria sua idade em geral, agora?

Muito Melhor Um Pouco Melhor Quase a Mesma Um Pouco Pior Muito Pior

1 2 3 4 5

3- Os seguintes itens sao sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante um dia comum.

Devido a sua saude, vocé teria dificuldade para fazer estas atividades? Neste caso, quando?

) » . » Nao, ndo
o Sim, dificulta Sim, dificulta N
Atividades ) dificulta de
muito um pouco
modo algum
a) Atividades Rigorosas, que exigem
muito esforgo, tais como correr, levantar | 5 5
objetos pesados, participar em esportes
arduos.
b) Atividades moderadas, tais como 1 5 3
mover uma mesa, passar aspirador de




pod, jogar bola, varrer a casa.

c) Levantar ou carregar mantimentos 1 2
d) Subir varios lances de escada 1 2
e) Subir um lance de escada 1 2
f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se 1 2
g) Andar mais de 1 quildmetro 1 2
h) Andar varios quarteirbes 1 2
i) Andar um quarteirdo 1 2
j) Tomar banho ou vestir-se 1 2
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4- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou com

alguma atividade regular, como consequéncia de sua saude fisica?

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades. 1 2
d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou outras atividades (p. ex. 1 2

necessitou de um esforgo extra).

5- Durante as Ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou

outra atividade regular diaria, como consequéncia de algum problema emocional (como se sentir

deprimido ou ansioso)?

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2




c) Nao realizou ou fez qualquer das atividades com tanto cuidado

como geralmente faz.
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6- Durante as Ultimas 4 semanas, de que maneira sua salde fisica ou problemas emocionais

interferiram nas suas atividades sociais normais, em relagao a familia, amigos ou em grupo?

De forma nenhuma Ligeiramente Moderadamente | Bastante | Extremamente

1 2 3 4 5
7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as Ultimas 4 semanas?
Nenhuma Muito leve Leve Moderada Grave Muito grave
1 2 3 4 5 6

8- Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal (incluindo o trabalho

dentro de casa)?

De maneira alguma

Um pouco

Moderadamente

Bastante

Extremamente

1

2

3 4

5

9- Estas questbes sdo sobre como vocé se sente e como tudo tem acontecido com vocé durante as

ultimas 4 semanas. Para cada questéo, por favor dé uma resposta que mais se aproxime da maneira

como vocé se sente, em relacdo as ultimas 4 semanas.

] Uma Alguma Uma
A maior
Todo boa parte pequena
parte do Nunca
Tempo parte do do parte do
tempo
tempo tempo tempo
a) Quanto tempo
vocé tem se sentindo
. _ 1 2 3 4 5 6
cheio de vigor, de
vontade, de forca?
b) Quanto tempo
vocé tem se sentido
. 1 2 3 4 5 6
uma pessoa muito
nervosa?
c¢) Quanto tempo 1 2 3 4 5 6




vocé tem se sentido
tao deprimido que
nada pode anima-lo?

d) Quanto tempo
vocé tem se sentido

calmo ou tranquilo?

e) Quanto tempo
vocé tem se sentido 1

com muita energia?

f) Quanto tempo vocé
tem se sentido
desanimado ou
abatido?

g) Quanto tempo
vocé tem se sentido 1

esgotado?

h) Quanto tempo
vocé tem se sentido

uma pessoa feliz?

i) Quanto tempo vocé
tem se sentido 1

cansado?
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10- Durante as ultimas 4 semanas, quanto de seu tempo a sua saulde fisica ou problemas emocionais

interferiram com as suas atividades sociais (como visitar amigos, parentes, etc)?

Todo A maior parte do Alguma parte do Uma pequena Nenhuma parte
tempo tempo tempo parte do tempo do tempo
2 3 4 5
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11- O quanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmagdes para vocé?

A
A maioria maioria
Definitivamente Nao Definitivamente
) das vezes ) das
verdadeiro ) sei falso
verdadeiro vezes
falso
a) Eu costumo
obedecer um pouco
_ , 2 3 4 5
mais facilmente que as
outras pessoas
b) Eu sou tdo saudavel
quanto qualquer pessoa 1 2 3 4
que eu conhecgo
¢) Eu acho que a minha
, . 1 2 3 4
saude vai piorar
d) Minha sadde é
2 3 4 5
excelente

O questionario anterior foi novamente respondido pelo paciente no dia
07/10/2015, 3 meses apobs a ultima aplicacao. Assim como anteriormente, as opcdes

selecionadas pelo paciente estédo indicadas em cinza.

1- Em geral vocé diria que sua salde é:

Excelente

Muito Boa

2

Boa

Ruim

Muito Ruim

5

2- Comparada ha um ano, como vocé se classificaria sua idade em geral, agora?

Muito Melhor

Um Pouco Melhor

Quase a Mesma

Um Pouco Pior

Muito Pior

2

3

4

5
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3- Os seguintes itens sao sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante um dia comum.
Devido a sua saude, vocé teria dificuldade para fazer estas atividades? Neste caso, quando?

Nao, nao
o Sim, dificulta Sim, dificulta »
Atividades ) dificulta de
muito um pouco
modo algum
a) Atividades rigorosas, que exigem
muito esforco, tais como correr, levantar 0 3
objetos pesados, participar em esportes
arduos.
b) Atividades moderadas, tais como
mover uma mesa, passar aspirador de 2 3
po, jogar bola, varrer a casa.
c¢) Levantar ou carregar mantimentos 2 3
d) Subir varios lances de escada 2 3
e) Subir um lance de escada 2 3
f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se 2 3
g) Andar mais de 1 quildmetro 2 3
h) Andar varios quarteirbes 2 3
i) Andar um quarteirao 2 3
i) Tomar banho ou vestir-se 2 3

4- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou com

alguma atividade regular, como consequéncia de sua saude fisica?

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 2
c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades. 2
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d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou outras atividades (p. ex. 1 2
necessitou de um esforgo extra).

5- Durante as Ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou
outra atividade regular diaria, como consequéncia de algum problema emocional (como se sentir
deprimido ou ansioso)?

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c) Nao realizou ou fez qualquer das atividades com tanto cuidado 1 2
como geralmente faz.

6- Durante as Ultimas 4 semanas, de que maneira sua saude fisica ou problemas emocionais

interferiram nas suas atividades sociais normais, em relacao a familia, amigos ou em grupo?

De forma nenhuma Ligeiramente Moderadamente | Bastante | Extremamente

1 2 3 4 5

7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as uUltimas 4 semanas?

Nenhuma Muito leve Leve Moderada Grave Muito grave

1 2 3 4 5 6

8- Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal (incluindo o trabalho
dentro de casa)?

De maneira alguma | Um pouco Moderadamente | Bastante Extremamente

1 2 3 4 5
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9- Estas questdes sdo sobre como vocé se sente e como tudo tem acontecido com vocé durante as

Ultimas 4 semanas. Para cada questdo, por favor dé uma resposta que mais se aproxime de

maneira como vocé se sente, em relagao as ultimas 4 semanas.

) Uma Alguma Uma
A maior
Todo boa parte pequena
parte do Nunca
Tempo parte do do parte do
tempo
tempo tempo tempo
a) Quanto tempo
vocé tem se sentindo
] ) 2 3 4 5 6
cheio de vigor, de
vontade, de forga?
b) Quanto tempo
vocé tem se sentido
] 1 2 3 4
uma pessoa muito
nervosa?
¢) Quanto tempo
vocé tem se sentido
o 1 2 3 4
tdo deprimido que
nada pode anima-lo?
d) Quanto tempo
vocé tem se sentido 1 3 4
calmo ou tranquilo?
e) Quanto tempo
vocé tem se sentido 1 3 4
com muita energia?
f) Quanto tempo vocé
tem se sentido
) 1 2 3 4
desanimado ou
abatido?
g) Quanto tempo
vocé tem se sentido 1 2 3 4
esgotado?
h) Quanto tempo - 2 3 4




vocé tem se sentido

uma pessoa feliz?

i) Quanto tempo vocé

tem se sentido

cansado?
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10- Durante as ultimas 4 semanas, quanto de seu tempo a sua saude fisica ou problemas emocionais

interferiram com as suas atividades sociais (como visitar amigos, parentes, etc)?

Todo A maior parte do Alguma parte do Uma pequena Nenhuma parte
Tempo tempo tempo parte do tempo do tempo
1 3 4 5
11- O quanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmagdes para vocé?
A
A maioria maioria Definitiva-
Definitivamente q Nao d
as vezes as
verdadeiro ) sei mente
verdadeiro vezes falso
falso
a) Eu costumo
obedecer um pouco
) ) 2 3 4 5
mais facilmente que as
outras pessoas
b) Eu sou tdo saudavel
quanto qualquer pessoa 2 3 4 5
que eu conhecgo
¢) Eu acho que a minha
o 2 3 4
salde vai piorar
d) Minha sadde é
2 3 4 5
excelente
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Nas Tabelas 5 e 6, encontram-se sumarizados os resultados das respostas dadas no
inicio e final do tratamento, em relacdo ao SF-36. Na Tabela 7 e nas Figuras 17 e 18,

comparam-se os resultados.

Tabela 5: Conversao dos dados das respostas do dia 19/02/2014 para os escores
finais (SF-36).

Questao Resultado

1 2,0

2 4,0

3 10,0

4 5,0

5 3,0

6 3,0

7 3,1

8 3,0

9 3,0; 5,0; 6,0; 6;0, 3,0; 6,0; 4,0; 6,0; 4,0
10 1,0

11 1,0;1,0;5,0; 5,0
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Tabela 6: Conversao dos dados das respostas do dia 07/10/2015 para os escores
finais (SF-36).

Questao Resultado

1 3,4

2 1,0

3 10,0

4 4,0

5 3,0

6 3,0

7 5,4

8 4,0

9 6,0; 5,0; 6,0; 5,0; 5,0; 6,0; 5,0; 6,0; 5,0
10 2,0

11 1,0; 5,0; 5,0; 5,0

A analise dos dados de 19/02/2014, do questionario SF-36, resulta em:

a-) Capacidade funcional =10-10x 100 =0

20
b-) Limitagdo por aspecto fisico=5-4x 100 =25
4
c-)Dor=31+3-2 x100 =41
10
d-) Estado geral de saude =2 + 12 -5 x 100 =45
20

e-) Vitalidade=3+3+4+4-4x100 =50
20




83

f-) Aspectos sociais=3+1-2x 100 =25

8
g-) Limitagao por aspectos emocionais =3-3x 100 =0
3
h-) Satde Mental=5+6+6 +6+6-5x 100 = 96

25

Os dados do questionario SF-36 do dia 07/10/2015, mostra os seguintes
resultados:

a-) Capacidade funcional = 10-10x 100 =0
20
b-) Limitagdo por aspecto fisico=4-4x 100 =0
4

c-)Dor=54 +4-2 x100 =74
10
d-) Estado geral de saude =3.4 + 16 - 5x 100 =72
20
e-) Vitalidade=6+5+5+5-4x100 =85
2
f-) Aspectos sociais=3+2-2x100 =37,5
8
g-) Limitacao por aspectos emocionais =3-3x 100 =0
3
h-) Saude Mental =5+6 +5+6 +6-5x100 = 92
25




Tabela 7: Comparacao do Raw Scale (SF-36) no inicio e final do tratamento:

Dominio 19/02/2014 07/10/2015
Capacidade funcional 0 0
Limitagcao por aspectos 25 0
fisicos
Dor 41 74
Estado geral de saude 45 72
Vitalidade 50 85
Aspectos sociais 25 37,5
Limitagdo por aspectos 0 0
emocionais
Saude mental 96 92
120
H 19/02/2014
100 07/10/2015
80 —
()
3
" 60 —
3
©
o
40 S
20 I I —
0
Capacidade Limitacdo or Estado Vitalidade Aspectos Limitacdo  Saude
Funcional por geral de sociais por mental
aspectos saude aspectos
fisicos Quesito emocionais

Figura 17: Comparagdo da andlise das respostas do SF-36 inicial e final.
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——19/02/2014 07/10/2015

Capacidade Funcional
100

Limitagdo por aspectos

Saude mental L
fisicos

Limitacdo por aspectos

. . Dor
emocionais

Aspectos sociais Estado geral de saude

Vitalidade

Figura 18: Apresentacdo da comparacdo do Raw Scale inicial e final na forma de

grafico radar.

Interessante notar que as respostas a algumas perguntas sdo contraditorias, pois
se pode perceber melhora clinica do paciente e, o mesmo, refere melhora completa da
dor e do estado geral. Entretanto, quando responde ao questionario, mostra-se pior na
questao de limitacao por aspectos fisicos, apesar de melhora significante da dor e da
sua vitalidade.

Também, quando questionado em relacdo a realizar seus hobbies, houve piora
no segundo questionario, porém refere melhora da dor e da sua relacdo com sua ferida

e curativos.
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6- Discussao

A dermatomiosite juvenil € uma doenca autoimune rara, que afeta principalmente
os musculos e a pele. O tratamento principal é comumente realizado com a
administracdao de altas doses de corticosteroides associados a outras drogas
imunossupressoras. Em, aproximadamente, 30% dos pacientes, a doenca nao é
totalmente controlada, apesar de multiplas intervengbes (Batthish e Feldman, 2011;
Martin et al., 2012; Shinjo e Souza, 2013; Meher et al., 2014; Hoeltzel et al., 2014), fato
observado no paciente envolvido no presente estudo. O transplante de medula 6ssea
com células-tronco hematopoéticas autélogas foi descrito como uma ultima terapéutica
utilizada em pacientes com DMJ refrataria, porém a doenga cutanea persiste, incluindo
a calcinose e as contraturas (Enders et al., 2015).

O tratamento de doencas ulcerativas e refratarias € complexo e mais desafiador
em doencas autoimunes. A engenharia de tecidos, com foco nas culturas autélogas de
queratinécitos e fibroblastos, tem sido utilizada no tratamento de Ulceras cuténeas
desde os anos 80. Inicialmente, essa técnica foi tentada em pacientes com
gueimaduras, mostrando bons resultados. Depois, um aumento na taxa de cicatrizagao
foi observado com a aplicacao de co-culturas autélogas de fibroblastos e queratinécitos
cultivadas a partir de pequeno fragmento de biépsia de pele, em pacientes com Ulceras
diabéticas e de origem vascular (Bosnardo, 2010; Dinato et al., 2012). Neste trabalho,
utilizou-se a matriz polissacaridea como um curativo apdés a aplicacdo das culturas
celulares de fibroblastos. Foi tentada a obtencdo de culturas de queratindcitos, porém

nao foi possivel separa-las de forma adequada para poder qualifica-la.

Nos ultimos anos, a engenharia de tecidos tem avangado significativamente com
a finalidade de cicatrizacao de Ulceras e, uma das tendéncias na Dermatologia, é a
utiizagdo de biopolimeros em combinagdo com culturas celulares (células
mesenquimais, fibroblastos e queratindcitos, dentre outras) no tratamento de feridas
(Bellini et al., 2015). Resultados relevantes foram observados no paciente envolvido no
presente estudo apds a aplicagdo de fibroblastos e queratinécitos autélogos, cobertos

com membranas de quitosana-alginato ou quitosana-xantana, apesar de nao se ter
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realizado uma abordagem tradicional da engenharia de tecidos, uma vez que nao se fez
a aplicagdo das culturas celulares ja aderidas nas membranas, dando-se, entretanto,
oportunidade as mesmas para o crescimento em contato com as mesmas apés a

aplicacao.

A protecao que as membranas oferecem contra estimulos ambientais negativos,
como infecg¢des, auxilia no processo de cicatrizagao. De acordo com Wang et al. (2002),
o curativo ideal deve ser flexivel e apresentar a capacidade de controlar a perda de
agua local. Deve ser resistente a invasdo bacteriana, prevenindo sepse, ter boa
aderéncia na Ulcera, como também ser atoxico, ndo apresentar antigenicidade, ser facil
de aplicar e de ser removido. Do ponto de vista da engenharia, o material para o
curativo deve também apresentar boas qualidades mecanicas, para que sua integridade
seja mantida durante o processamento, a estocagem e o uso (Pires e Moraes, 2015).
Adequadas taxas de evaporacao da agua também sao importantes, tanto para criar um
ambiente com adequada umidade para cicatrizacdo, tanto para evitar acumulo de
fluidos na area lesionada. As duas membranas utilizadas no estudo mostraram-se
adequadas, contribuindo para a regeneracao cutanea e cicatrizagéo da ferida. Também,
pelo fato de serem transparentes, € possivel avaliar a evolugdo da ulcera sem a
necessidade de retirar o curativo.

A membrana de quitosana-alginato parece ter uma agao positiva no processo de
remodelagdo cicatricial, aumentando a taxa de sintese de colageno, melhorando a
compactacdo das novas fibras e promovendo a presenca de fibroblastos maduros
(Wang et al., 2002). Também parece estimular e regular algumas fases do processo
cicatricial (Caetano et al., 2015), sendo benéfica no tratamento de ulceras cutaneas.
Tanto a sintese de coladgeno como a contracdo da uUlcera modulada pela membrana Q-
A podem contribuir para uma cicatrizacao mais rapida (Caetano et al., 2015). Talvez as
membranas tenham também apresentado atuacédo na melhora da calcinose. Resultados
equivalentes foram observados com as membranas de quitosana-xantana associadas a

células mesenquimais (Bellini et al., 2015).

A funcéo da cola de fibrina na melhora da dor néo € clara, no caso apresentado.
Esse produto € um adesivo biolégico que funciona por simular a fase exsudativa na
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cicatrizagdo, sendo frequentemente utilizado nas cirurgias plasticas e reconstrutivas,
como também nos transplantes de érgdos e enxertos de pele. Supde-se que 0s
potenciais beneficios da cola, neste caso, além da melhora na aderéncia das células e
da membrana na Ulcera, sdo atribuidos a sua acdo hemostatica e antibacteriana
(Scardino et al., 1999; Currie et al., 2001; Pérez-Guisado et al., 2011; Jeschke et al.,
2013). Em condigdes normais, logo apds o ferimento, fibrina e fibronectina sao
depositadas na leséo. A fibrina age como uma barreira hemostatica, aderindo ao tecido
e células ao redor da ferida, estimulando a migracdo de fibroblastos, o que deve ter
ocorrido no caso apresentado. Rehder et al. (2013) mostraram que a aplicacao apenas
da cola de fibrina, sem as culturas celulares, ndo foi capaz de reepitelizar a ferida, e
embora houvesse a formagao de crosta, ndo foi mencionado se ocorreu reducao da dor

com essa terapia.

A matriz de fibrina libera fatores de crescimento, como o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de
transformagao do crescimento (TGF-B), e suas proteinas podem estar relacionadas com
a melhora da dor, logo apéds o inicio do tratamento. Além disso, a acdo antibacteriana
do selante de fibrina e o aumento da migracédo e proliferacdo das células endoteliais
devem contribuir para uma melhor vascularizacdo, o que também predispbe a uma
otimizagdo na migragéo, proliferacdo e diferenciagdo de fibroblastos e queratindcitos,
melhorando a cicatrizagédo (Currie et al., 2001).

Um resultado adicional observado com o decorrer do tratamento foi o fato da
melhora da calcinose ndo s6 nas areas tratadas como também a distancia. Também
chama atencao nao ter ocorrido calcificagao no local de realizacao da biépsia cutanea.
Para esse efeito sistémico observado, ha necessidade de mais investigacées para

elucidar a razao dessa melhora.

A terapia celular com fibroblastos aut6logos foi usada nesse trabalho como um
tratamento mais efetivo nas Ulceras da dermatomiosite juvenil, com um melhor
resultado estético e funcional, e também com uma rapida melhora da dor. Essa
estratégia de utilizagdo de culturas celulares € um marco no tratamento de Ulceras de
diferentes etiopatogenias (Dinato et al., 2012), e o uso das membranas de quitosana-
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alginato e quitosana-xantana, em associacdo as células autélogas, € muito vantajoso,
uma vez que as membranas podem funcionar como uma barreira fisica, prevenindo a
contaminagdo microbiana ambiental (Bellini et al., 2015), além de terem uma potencial
acao no processo de cicatrizagdo da Ulcera. Nao foi observada diferenga na taxa de
cicatrizacao, clinicamente, com as diferentes composicées das membranas, pois nao
foram realizados estudos histopatoldgicos no paciente apos a cicatrizacao das lesdes,
devido a questdes éticas.

As culturas celulares podem ser criopreservadas e, eventualmente, utilizadas em
novos implantes. Por serem autélogas, o risco de rejeicao é eliminado. Outro aspecto
positivo é o fato de ndo haver necessidade de internacao hospitalar ou desbridamento

das lesoes.

Em relacdao aos questionarios de qualidade de vida, o paciente, apesar da
melhora clinica e relatada pelo mesmo e por sua mae, € controverso em suas
respostas. No geral, mostrou um grande ganho em relagdo a sua qualidade de vida,
como se pode citar o fato de, apds o tratamento, considerar-se tdo saudavel quanto
qualquer outra pessoa e achar que sua saude nao ira piorar. Também, disse que,
comparado ha um ano, estd muito melhor e sua dor esta muito leve, o que se considera
neste trabalho como um ganho apreciavel. Pondera-se se as respostas controversas
nao sao fruto da falta de referenciais do préprio paciente acerca de melhor condicao de
vida, dado que o mesmo sofre da doenga desde os 5 anos de idade. Também houve
ganho na mobilidade do paciente, uma vez que inicialmente precisava de ajuda para
movimentar-se na cama e, ao final do tratamento realizado, conseguia se mover no leito

e sentar-se por alguns momentos, provavelmente pelo fato da diminuicao da dor.

Com base no observado nesse estudo, abre-se a possibilidade do tratamento de
Ulceras cutaneas ocasionadas por doencas sistémicas, bem como a terapéutica da
calcinose cutdnea com o uso da terapia celular juntamente com a cobertura das lesées

com as membranas polissacaridicas.

Este foi o primeiro trabalho que demonstrou a eficacia da terapia celular com

culturas de fibroblastos e queratindcitos autélogas associadas a membranas de
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quitosana-alginato e quitosana-xantana no tratamento de Ulceras cutaneas em paciente
com dermatomiosite juvenil. Apesar de ser uma terapéutica sofisticada e experimental,
mostrou-se uma estratégia que pode ser utilizada em Ulceras de diferentes etiologias
com ganho nao somente no fechamento das lesdes, mas também na qualidade de vida

do paciente.
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7- Conclusoes

Com base nos objetivos propostos e nos resultados observados, conclui-se que:

1-

Os implantes de culturas de fibroblastos autélogos associados com a cola de
fibrina e cobertos com as membranas polissacaridicas mostraram ser uma
boa opcdo terapéutica no tratamento das Ulceras de paciente com
dermatomiosite juvenil.

Trata-se de procedimento minimamente invasivo, quando comparado com
enxertos de pele tradicionais, pois ha apenas a retirada de pequeno
fragmento de pele, sem necessidade de internagcéo hospitalar, sendo todo o
procedimento realizado de forma ambulatorial.

A aplicagé@o da terapia celular é rapida e indolor ao paciente, o que facilita a
adesé&o ao tratamento.

Um banco celular do préprio paciente pode ser constituido e utilizado em
aplicagdes subsequentes.

O procedimento ndo apresentou risco de rejeicao ou efeito adverso detectavel
ao paciente.

Nao houve diferenga em relagdo a cicatrizacdo quanto ao tipo de membrana
utilizada.

Paciente mostrou-se mais seguro e confortavel com a cobertura da Ulcera
com a membrana.

Melhora rapida e desaparecimento da dor foi relatado pelo paciente apés o
inicio do tratamento.

Melhora da qualidade de vida foi apontada pelo paciente.
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Como sugestdes para trabalhos futuros em continuidade a este, recomenda-se:

Analisar a viabilidade e crescimento das células sobre as membranas,
determinando o tempo para alcangar o platd e verificar a possibilidade de obter-
se um substituto de pele constituido deste tipo de conjunto.

Esclarecer o motivo pela melhora rapida das lesées e o desaparecimento da
queixa da dor.

Avaliar o motivo pelo qual ha melhora da calcificagao, inclusive a distancia (locais
onde a terapia nao foi aplicada).

Buscar compostos alternativos, em substituicio a cola de fibrina, para a
aderéncia das células a membrana e destas a leséo, visto que esta apresenta
alto custo e pode ser associada a transferéncia de agentes adventicios ao
paciente.

Investigar de forma sistematica os efeitos da cola de fibrina no tratamento
proposto.

Avaliar histolégica e imunohistoquimicamente o tecido cicatrizado.
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9.3- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Estadual de Campinas
Faculdade de Ciéncias Médicas
Centro de Investigacao em Pediatria - CIPED
Laboratério de Cultura de Células da Pele e Epiderme Reconstruida
(LCCP)

Departamento de Clinica Médica — Disciplina de Dermatologia

Titulo do Estudo: MODELO DE SUBSTITUTO DE PELE HUMANA
CONSTITUIDA DE CO-CULTURAS DE QUERATINOCITOS E
FIBROBLASTOS EM MATRIZES BIOLOGICAS DE QUITOSANA
COMPLEXADA COM POLISSACARIDEOS ANIONICOS

Responsaveis:
Paula Tavares Colpas
Prof? Dr? Maria Beatriz Puzzi
Prof2 Dr2 Angela Maria Moraes

Cédigo do Paciente (para ocultar identidade /se necessario ):

Nome do Paciente:
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Data de Nascimento: / / , ldade: RG:

Endereco: Rua/Av.:

Apt?/Compl.: Bairro: Cidade:
Estado: Telefone(s):( )
HOSPITAL.:

N° de Registro no Hospital:

Nome do Responsavel legal pelo Paciente:

(Caso seja necessario)

Data de Nascimento: / /] , ldade: RG:

Endereco: Rua/Av.:

Apt?/Compl.: Bairro: Cidade:
Estado: Telefone(s):( )
Grau de Parentesco: Exigir documento (comprovante)

1. Introducao

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um Estudo de Pesquisa sobre uso
de derivados de pele e pele autéloga, ou seja do(a) proprio(a) paciente, multiplicada e
reconstruida em laboratério a partir de um fragmento de pele do( a) préprio(a) paciente,

para tratamento de queimadura(s) e ulcera (s) (feridas).

Queimaduras e ulceras sao frequentemente tratadas localmente com curativos e
enxertia de pele, pele esta retirada do proprio paciente, de um local sem queimadura(s)
ou ferida(s) e de proporcdo semelhante ao tamanho da area que se pretende cobrir

(area queimada).

O objetivo deste Estudo € avaliar a eficacia do uso de derivados de pele
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(queratinécitos, fibroblastos, ou seja, células que formam a pele), junto com matrizes
biolégicas, no tratamento de queimaduras agudas de pele, visando oferecer um
tratamento equivalente ao usualmente empregado (enxertia), com menor quantidade de
pele a ser retirada de areas corporais ndo comprometidas pela(s) queimadura(s) e de
Ulceras de causas variadas e duracao variadas.

Nao hé relacado deste Estudo com outros Estudos que vém sendo realizados em
alguns paises, como Franca, Estados Unidos da América e China, embora sejam
similares e todos visem chegar a tratamentos com menores riscos (morbidade) e

melhores resultados no tratamento de pacientes queimados.

Os custos relativos ao tratamento padrdo serdo cobertos, como normalmente
seriam, pela Instituicao onde se encontra intemado(s) ou fazem o acompanhamento

ambulatorial o(s) paciente.

2. Desenho do Estudo

Para ser elegivel e participar deste Estudo, vocé deve ser vitima de queimadura
por fogo, contato, escaldo, eletricidade, agentes quimicos e fisicos, ou qualquer outra
causa, que resulte em lesbes de 2° e/ou 3° graus. Também poderdo fazer parte
pacientes que apresentem qualquer tipo de Ulcera, desde que nao apresente infeccao

no momento.

A primeira parte € um processo de triagem que determinara se vocé é elegivel
para o Estudo, e permitird que o(s) médico(s) documente(m) cuidadosamente o seu
caso e seu estado geral de saude. Vocé sera entrevistado e sera submetido a exame
fisico, caso este ainda ndo tenha sido realizado. Vocé sera submetido, sob anestesia, a
coleta de um pequeno fragmento de pele, que sera utilizado como fonte de células para
a obtencdo do tipo de enxerto determinado para o0 seu caso. Sera realizada
documentacao fotografica da(s) area(s) queimada(s), sem que seja possivela sua
identificagéo.

A segunda parte do Estudo consiste na colocagao do enxerto determinado para o
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seu caso sobre a area receptora (queimada ou ferida), num periodo de 10 a 20 dias
apods a coleta inicial de pele. Essa colocagdo n&o acarreta dor e é feita apds simples
limpeza da area receptora. Sera realizada nova documentacéo fotografica nessa fase.

A terceira parte é um periodo de acompanhamento e observacao de 3 meses, a
contar da data da enxertia. No primeiro més serdo realizadas avaliagbes semanais e,
apds, avaliagcbes mensais. Apds o 3° més vocé passarda a ser acompanhado pela
equipe médica da Instituicdo onde vocé ja faz o acompanhamento, salvo em caso de

eventual necessidade de acompanhamento por um periodo maior.

Vocé também podera ser solicitado, eventualmente, a preencher um breve
questionario que abrange diversos aspectos do impacto da doenca e do tratamento
sobre a sua saude geral e atividade.

Uma vez que o presente Estudo estd sendo conduzido para avaliar tipos
especificos de tratamento para queimaduras e Ulceras, ndo sera permitido que vocé
seja tratado com medicagdes ndo permitidas pela equipe médica do Estudo ou em
Centros de Tratamento nao participantes do Estudo, salvo no caso de vocé desistir de

participar do Estudo em qualquer momento, quaisquer que sejam 0s motivos.

3. Implica¢co6es da Participacao
a) Riscos

Além da inconveniéncia das visitas ao médico nas datas determinadas, o
tratamento e procedimentos deste Estudo podem envolver, os seguintes riscos e
desconfortos previsiveis:

Gestacao: Embora o presente Estudo ndo faga uso de nenhum tipo de droga sistémica
ou local potencialmente danosa para vocé ou ao feto, é essencial que homens e
mulheres em idade fértil utilizem métodos contraceptivos eficazes durante a
participagdo no presente Estudo. Isto inclui o periodo de tratamento e, no minimo, trés
meses apos o final do tratamento. O controle contraceptivo aceitavel pelos médicos
pode incluir, mas ndo esta limitado a, o uso de contraceptivos orais, DIUS,
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preservativos, diafragmas, implantes, esterilizagdo cirdrgica ou pds-menopausa.
Entretanto, nenhum método contraceptivo elimina completamente o risco de gravidez.
Caso ocorra gestacao, pode haver um risco de aborto espontaneo, defeitos congénitos

ou outras condi¢ées médicas imprevisiveis.

Seu médico deve ser notificado imediatamente caso vocé engravide durante o Estudo
Clinico ou no periodo de trés meses apos o final do tratamento.

Informacoes Gerais: Caso vocé concorde em participar do Estudo e
independentemente do tratamento que vocé receba, vocé devera procurar auxilio
médico sem retardo e contatar o médico que o trata neste Estudo, caso apresente

davida(s) a qualquer momento.

Biopsias da(s) Area(s) Receptora(s): As biopsias de pele na(s) area(s)
receptora(s),sdo procedimentos simples, que ndo acarretam grandes riscos. Entretanto,
ha algum desconforto associado aos procedimentos. Os procedimentos serao
realizados sob anestesia local. Os riscos incluem: pequeno sangramento no(s) local(is)
da(s) biépsia(s), que ndo costuma durar mais que alguns minutos e possibilidade de
infecg¢ao local (celulite).

Auséncia de Eficacia do Tratamento: O tratamento podera nao ser eficaz na
resolucao do seu caso, por problemas independentes ou relacionados ao Estudo. Neste

caso vocé sera excluido do Estudo e recebera tratamento convencional.

Riscos Desconhecidos: Ha a possibilidade de que ocorram complicagdes e efeitos
colaterais desconhecidos no momento. Vocé sera informado a respeito de quaisquer
novos achados significativos que possam se desenvolver com o tratamento e que
possam afetar sua disposicdo em continuar a participacdo no Estudo. Vocé sera
solicitado a reconhecer por escrito que foi informado a respeito destes achados.

b) Beneficios

Caso seu tratamento seja eficaz, vocé ira se beneficiar na medida em que sera
exposto a menor morbidade (risco), uma vez que tera uma area doadora de pele

consideravelmente menor, com menores chances de infeccdo, perdas plasmaticas
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("soro sanguineo") menores, com reduzidas chances de disturbios hidroeletroliticos
causados pelo aumento da &rea cruenta e poucas sequelas (cicatrizes ) decorrentes do
tratamento.

c) Tratamento Alternativo

Caso vocé decida nao participar do presente Estudo, vocé recebera o tratamento

padrdo para queimadura(s) e Ulcera(s), conforme determinado por seu médico.
d) Responsabilidades dos Participantes

Caso vocé decida participar, vocé devera fornecer informacdes a respeito de sua
saude durante todo o Estudo, particularmente alteracdes benéficas ou adversas.
Conforme mencionado anteriormente, vocé deve relatar qualquer gravidez ocorrida com
vocé. Caso vocé procure tratamento com seu Clinico Geral ou quaisquer outros
profissionais de saude, vocé deve lembra-los a respeito de seu envolvimento no
Estudo.

E importante que vocé siga as instrugdes de seu médico com relagdo a
medicacao e procedimentos de Estudo. Gostariamos que vocé relatasse todos os sinais
e sintomas, independentemente de qual tratamento vocé possa estar recebendo ou se
vocé considera que o sinal/sintoma esteja ou nao relacionado ao Estudo. Por favor, nos
informe sobre quaisquer medicagbes adicionais ou regulares durante seu envolvimento

no Estudo.

4. Tratamento Médico

Vocé recebera tratamento médico gratuito para qualquer lesdo que
comprovadamente guarde relagéo direta com o tratamento realizado de acordo com
este protocolo de Estudo Clinico e tratamento convencional caso néo haja eficacia no
tratamento.

E importante que vocé esteja ciente de que a participagcdo no presente Estudo de
Pesquisa é completamente voluntaria, e que vocé pode se recusar a participar ou se
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retirar deste a qualquer momento, sem penalidade ou perda dos beneficios aos quais
vocé de outra forma teria direito. Caso vocé decida interromper sua participagcdo no
Estudo, vocé deve notificar o médico do Estudo. Em caso de retirada precoce do
Estudo, vocé sera contatado para avaliacbes de acompanhamento de seguranca. A

recusa ou retirada néo influenciara seu tratamento médico.

Vocé compreende que os Responsaveis por este Estudo tém o direito de
encerrar sua participagdo no mesmo, caso vocé nao siga as instru¢des do Estudo
ou se considerarem que esta interrupg¢ao seja de maior beneficio para vocé, ou ainda se
todo o Estudo for cancelado pelos Orgdos Responsaveis e/ou Fiscalizadores. Se,
durante o Estudo, for descoberta qualquer nova informacao significativa sobre os
tratamentos disponiveis, vocé tera imediatamente acesso a essa informacao e entdo

podera decidir continuar ou interromper sua participacao.

Vocé sera incentivado a fazer perguntas a qualquer momento durante o Estudo.
Caso vocé apresente algum efeito colateral ou leséo relacionada ao Estudo ou tenha
outras duvidas sobre o Estudo, entre em Contato com Paula Tavares Colpas no
telefone (19) 35217776 (Ambulatério de Dermatologia) ou pelo e-mail:

paulacolpas@gmail.com ou Dra. Maria Beatriz Puzzi, no telefone (19) 3521-8988.

Se vocé tiver perguntas sobre seus direitos como paciente participante de um
Estudo Clinico, vocé também podera entrar em contato com uma terceira parte
imparcial, Profé Dr2 Carmen Silvia Bertuzzo Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
da FCM/UNICAMP, no telefone (19) 3521-8936.

5. Pagamentos e Despesas

Nao ha forma de remuneracdo monetaria (ou outra) por sua participagéao.
Entretanto, todo o material utilizado e suprimentos clinicos serdo fornecidos a vocé
gratuitamente. Os Orgdos Financiadores e Instituicdes Participantes cobrirdo todos os
custos relacionados a todos os procedimentos especificos requeridos pelo Estudo

Clinico em questao.
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6. Confidencialidade

Sua participacao neste Estudo sera mantida em carater confidencial e seu nome
nao sera revelado a ninguém que nédo o pessoal do Estudo. Entretanto, os érgaos
Financiadores e Fiscalizadores Oficiais e Instituicdes Participantes, bem como os
Comités de Etica em Pesquisa FCM/UNICAMP, poderao revisar os registros do Estudo.
Estas partes poderao ter acesso direto aos seus registros médicos originais e/ou dados
para verificacdo dos procedimentos do Estudo Clinico, sem violagdo de sua
confidencialidade, na extensédo permitida pelas leis e regulamentagdes aplicaveis. Caso
os resultados deste Estudo sejam publicados na literatura médica, vocé nao sera

identificado nominalmente.

Seus dados poderao ser analisados em qualquer Instituicdo de Saude ou pais do
mundo. Alguns testes estatisticos serdo realizados com seus dados, juntamente com
aqueles coletados de outros pacientes que entraram no Estudo. Os resultados podem
ser enviados as Autoridades Sanitdrias em todo o mundo, e os resultados também
podem ser usados em relatérios do Estudo, em apresentacdes cientificas ou
publicacdes. Pode ser necessario rever os dados deste Estudo mais tarde, e pode ser
preciso realizar testes extras em amostras coletadas durante o Estudo ou realizar
analises estatisticas adicionais com os dados. Os resultados deste Estudo podem ser
usados para futuras pesquisas médicas. Além disso, € possivel que no futuro seja
preciso coletar informagdes adicionais de seus arquivos médicos a fim de colocar os
dados ja coletados em contexto médico apropriado. A aprovacao dos referidos Comités
de Etica sera solicitada antes de coletar estas informagées adicionais.

Se vocé desistir do Estudo a qualquer tempo, informacdes coletadas a seu
respeito até este dado momento poderao ser utilizadas.

Ocasionalmente, em qualquer momento durante ou apés o Estudo, a equipe
Responsavel pelo Estudo, os 6rgdo Financiadores e Fiscalizadores Oficiais e
Instituicoes Participantes, terdo acesso aos seus arquivos médicos para que estes
possam confirmar que a informacao coletada durante o Estudo é precisa. Nestas
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circunstancias, a sua identidade podera ser aberta. Representantes dos Comités de

Etica também poderao ter acesso semelhante.

7. Declaracao de Consentimento

Eu li as informacdes acima e compreendi o propésito do Estudo, bem como os
beneficios e riscos potenciais de minha participagdo neste Estudo. Eu tive a
oportunidade de fazer perguntas sobre os procedimentos e sobre os materiais em
estudo, e todas as minhas questdes foram respondidas a contento.

Eu autorizo a equipe médica responsavel por este Estudo a coletarem e
processarem minhas informacdes, inclusive as informacdes sobre meu estado de

saude.

Autorizo que minhas informacdes sejam também processadas por 6rgaos
Fiscalizadores Oficiais, Instituicdes Participantes e pelos Comités de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, e entendo que minhas informacgbes
podem ser enviadas para outros paises. Se eu decidir me retirar do Estudo, eu
concordo que as informagdes coletadas a meu respeito até o0 momento de minha saida

possam continuar sendo processadas.

Eu autorizo que minhas informagdes, incluindo informagdes sobre minha saude e
sobre meu grau de satisfacdo com o tratamento possam ser utilizadas para futuras

pesquisas médicas.

Ao assinar este formulario, indico que consenti voluntariamente minha

participacéo neste estudo. Eu recebi uma copia deste consentimento informado.

Nome do Paciente:

Assinatura do Paciente (escrita pelo paciente) data

Nome do Representante Legal:
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Assinatura do Representante Legal (escrita pelo Representante) data

Eu, abaixo assinado, expliquei integralmente os detalhes relevantes deste
adendo para o paciente acima indicado e/ou seu representante legal e forneci a este
paciente uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado e
datado.

Nome do Médico:

(Investigador)

Assinatura do Médico data

(Investigador)
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9.4 — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP Q aﬂmm mo
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: MODELO DE SUBSTITUTO DE PELE HUMANA CONSTITUIDA DE CO-CULTURAS
DE QUERATINOCITOS E FIBROBLASTOS EM MATRIZES BIOLOGICAS DE
QUITOSANA COMPLEXADA COM POLISSACARIDEOS AMIONICOS

Pesquisador: Paula Tavares Colpas

Area Tematica: Genética Humana:
(Haverad amazenamento de material bioldgico ou dados genéticos humanos no
exterior e no Pais, quando de forma conveniada com instituigies estrangeiras ou
em instituigdes comerciais;);

Versdo: 2

CAAE: 20638713.0.0000.5404

Instituig3o Proponente: Faculdade de Ciéncias Medicas - UNICAMP

Patrocinador Principal: Financiamento Propric
DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 444.726
Data da Relatoria: 08/11/2013

Apresentagao do Projeto:

A pesquisadora esclarece que no presente estudo & proposte o desenvolvimento de um modelo de
substituto de pele humana, composto de co-culturas de queratindcitos e fibroblasios, utilizando-se matrizes
bioldgicas constituidas de membranas quitosana e alginato ou de quitosana e xantana. Tais substitutos
serao implantados em lesfes de pacientes com queimaduras de 2° e 3" graus e pacientes com Ulceras
cutineas de causa vascular ou devido a outras doencas sistémicas, trazendo beneficios como a redugio do
tempo de tratamento, a protegio da lesdo de ataque microbiano, além da potencial contribuigdo na
melhoraria da qualidade de vida do paciente. As culturas celulares serdo realizadas a partir de fragmento de
pele de aproximadamente 2.0 por 1,0 cm refirado do proprio paciente, atraveés de biopsia cutianea sob
anestesia local. Apds cultura dos tipos celulares, os queratindcitos autdlogos juntamente com a cola de
fibrina autdloga ou industrializada serdo aspergidos sobre o leito da dlcera, sob técnicas assépticas, em
regime ambulatorial. O implante sera protegido por uma matriz biclogica a fim de evitar o contato direto do
curativo com agentes que possam refirar o enxerto e possibilitar uma aceleragio do processo de

cicatrizagdo. Participario do estudo cinco pacientes exclusivamente deste centro. além da
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coleta de sangue, havera registro de dados meédicos e os procedimentos com os participantes
compreendem o acompanhamento e observagio por frés meses, a contar da data da enxertia. Mo primein
més serfo realizadas avaliagies semanais e, apds, avaliagies mensais. Apds o 3° més os participantes
passarido a ser acompanhados pela equipe médica da instituigio, salvo em caso de eventual necessidade
de acompanhamento por um pericdo maior.

Objetive da Pesquisa:

Apresentar técnica reprodutivel para obtengdo de substituto de pele humana, constituida por co-culturas de
queratindcitos e fibroblastos em matrizes biclagicas constituidas de membranas de quitosana complexada
com alginato ou xantana.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Conforme anilise da pesquisadora, os pacientes poderSe sentir dor no local da realizagio da bidpsia,

podendo ocorrer infecgdo cutdnea local. Para minimizar esse desconforto a coleta sera realizada sob
anestesia local. Ha o risco de ndo ocorrer a cicatrizagio de forma adequada. O beneficio direto aos

participantes compreende a cicatrizagdo de feridas crinicas com melhora da dor e da gualidade de vida.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Estudo destinado para a dissertacio de mestrado académico da pesquisadora, sob orientagSo de docente
da instituigiio & com participagio de cutros pesguisadores da Unicamp. O estudo & relevante em termos de

beneficios sociais e diretos aos participantes. Mo havera retengio de amostras em biorrepositorio,

conforme indicagio da pesquisadora nas informagdes basicas sobre o estudo geradas pela PB.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Folha de rosto devidamente preenchida e assinada pela pesquisadora e pelo superintendente do
HC/Unicamp, local onde os parficipantes serdo recrutados. Além das informagbes basicas sobre o estudo, a
pesquisadora anexou protocolo detalhade. O cronograma de estudo sugere que os procedimentos com os
participantes j& foram iniciades, o que confraria os principios &ficos da resolugdo 486/2012 (vide pendéncia
abaixo). O crgamento indica gastos de RS 5.000.00 a serem arcados por recursos proprios. O TCGLE &
bastante detalhado e contempla os requisitos do sistema CEPSCOMERP.

Recomendagies:
Lembramos que, se o TCLE tiver mais de uma pagina, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando
for o caso, e o pesquisador responsavel deverdo rubricar todas as folhas desse
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documento, apondo suas assinaturas ma Gltima pagina do referido terme (Carta Circular m®.

003/201 1/CONEPICHNS; Resolugio 466/2012 CNS/MS).

Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Mo parecer anterior foi apresentada a seguinte pendéncias: no cronograma do estudo ha sobreposicio entre
o pericdo de apreciagio &tica no CEF e os procedimentos com os sujeitos de pesguisa, o que contraria a
res:ulugﬁru 466/2012 CHS/MS no artigo X1.2 letra "a". Solicita-se & pesquisadora esclarecer se os
procedimentos ja foram iniciados e adequar o cronograma do estudo.

Comentario: a pesquisadora apresentou modificagio no cronograma de forma a iniciar os procedimentos
com oS sujeitos de pesquisa na segunda quinzena do més de novembro. Pendéncia atendida.

Conclusio: aprovado apos resposta a pendencia.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Sim

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Ap pesquisador cabe desenvolver o projeto conforme delineado, elaborar & apresentar os relatarios parcial
final, bem como encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores

associados e a0 pessoal técnico participante do projeto (Resclugdo 466/2012 CNS/MS).

O presente projeto, seguiu nesta data para anilise da CONEP e 56 tem o seu inicio autorizado apos a
aprovagio pela mesma.

CAMPINAS, 04 de Novembro de 2013

Assinador por:
Fatima Aparecida Bottcher Luiz
[Coordenador)
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9.5- Charing Cross Venous Ulcer Questionnaire (CCVUQ):

1- Eu tenho dor por causa da minha ulcera:

Nenhuma Pouca parte De vez em Frequentemente Sempre
parte do do tempo quando
tempo
1 2 3 4 5

125

2- Estar com uma ulcera na minha perna me impede em fazer o seguinte:

Nenhuma | Pouca De vez | Frequentemente | Sempre
parte do | parte do em
tempo tempo quando

a-) Reunir com parentes e 1 2 3 4 5
amigos
b-) Viajar de férias 1 2 3 4 5
c-) Realizar meus 1 2 3 4 5
passatempos (hobbies)
d-) Usar transporte publico 1 2 3 4 5

3- Quanto verdadeiro ou falso sdo as seguintes informac¢des considerando sua

ulcera na perna:

Definitivamente | Na maior | Nao | Na maior parte | Definitivamente
falso parte falso | sei verdadeiro verdadeiro

a-) Minha Ulcera geralmente 1 2 3 4 5

faz com que eu realize minhas

atividades de forma mais lenta

b-) Minha Ulcera me deixa 1 2 3 4 5
preocupado em meus

relacionamentos
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c-) A secrecédo da minha Ulcera

€ um problema

d-) Eu gasto muito tempo

pensando na minha Ulcera

e-) Eu fico preocupado que
minha Ulcera nunca cure

f-) Eu estou cansado de gastar
muito tempo tratando da minha

Ulcera

4- Eu sou triste por causa da aparéncia das minhas pernas devido a Ulcera e/ou

curativos:

Nao, definitivamente De vez em quando Frequentemente Toda hora
nao (sempre)
1 4 5

5- A ulcera da minha perna me limita de fazer as seguintes tarefas de casa:

Nenhuma | Pouca De vez | Frequentemente | Sempre
parte do | parte do em
tempo tempo quando
a-) Cozinhar 1 2 3 5
b-) Limpar 1 2 3 5
c-) Fazer compras 1 2 3 5
d-) Cuidar do quintal 1 2 3 5
6- Eu me sinto deprimido por causa da minha ulcera na perna:
Nunca De vez em quando Frequentemente Sempre




7- Com relagcédo aos

VOCE:
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curativos da sua perna, indique o quanto é um problema para

Nenhum | Pequeno | Moderado Grande Enorme
problema | problema problema problema problema
a-) O volume deles 1 2 3 4 5
b-) A aparéncia deles 1 2 3 4 5
c-) A influéncia nas 1 2 3 4 5
roupas que eu uso

8- Eu tenho dificuldade de andar por causa da Ulcera da minha perna:

Nunca

De vez em quando

Frequentemente

Sempre

2

4




9.6- Versao Brasileira do Questionario de Qualidade de Vida -SF-36

1- Em geral vocé diria que sua saude é:

Excelente

Muito Boa

Boa

Ruim

Muito Ruim

2

5

2- Comparada ha um ano atras, como vocé se classificaria sua idade em geral, agora?

Muito Melhor

Um Pouco Melhor

Quase a Mesma

Um Pouco Pior

Muito Pior

2

3

4

5

3- Os seguintes itens sao sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante um dia comum.

Devido a sua saude, vocé teria dificuldade para fazer estas atividades? Neste caso, quando?

) » . - Nao, nao
o Sim, dificulta Sim, dificulta »
Atividades ) dificulta de
muito um pouco
modo algum
a) Atividades Rigorosas, que exigem
muito esforgo, tais como correr, levantar ] 0 3
objetos pesados, participar em esportes
arduos.
b) Atividades moderadas, tais como
mover uma mesa, passar aspirador de 1 2 3
pod, jogar bola, varrer a casa.
c¢) Levantar ou carregar mantimentos 1 2 3
d) Subir varios lances de escada 1 2 3
e) Subir um lance de escada 1 2 3
f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se 1 2 3
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g) Andar mais de 1 quilémetro 1 2 3
h) Andar varios quarteirdes 1 2 3
i) Andar um quarteirdo 1 2 3
j) Tomar banho ou vestir-se 1 2 3

4- Durante as Ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou com

alguma atividade regular, como consequéncia de sua saude fisica?

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades. 1 2
d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou outras atividades (p. ex. 1 2
necessitou de um esforgo extra).

5- Durante as Ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho ou
outra atividade regular diaria, como conseqiiéncia de algum problema emocional (como se sentir

deprimido ou ansioso)?

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c¢) Nao realizou ou fez qualquer das atividades com tanto cuidado 1 2
como geralmente faz.

6- Durante as Ultimas 4 semanas, de que maneira sua saude fisica ou problemas emocionais

interferiram nas suas atividades sociais normais, em relagao a familia, amigos ou em grupo?
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De forma nenhuma Ligeiramente Moderadamente | Bastante |Extremamente

1 2 3 4 5

7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as Ultimas 4 semanas?

Nenhuma Muito leve Leve Moderada Grave Muito grave

1 2 3 4 5 6

8- Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal (incluindo o trabalho

dentro de casa)?

De maneira alguma | Um pouco Moderadamente | Bastante Extremamente

1 2 3 4 5

9- Estas questdes sdo sobre como vocé se sente e como tudo tem acontecido com vocé durante as
ultimas 4 semanas. Para cada questao, por favor dé uma resposta que mais se aproxime de maneira

como vocé se sente, em relagao as Ultimas 4 semanas.

) Uma Alguma Uma
A maior
Todo boa parte pequena
parte do Nunca
Tempo parte do do parte do
tempo
tempo tempo tempo
a) Quanto tempo
vocé tem se sentindo
. ) 1 2 3 4 5 6
cheio de vigor, de
vontade, de forga?
b) Quanto tempo 1 2 3 4 5 6




vocé tem se sentido
uma pessoa muito

nervosa?

c¢) Quanto tempo
vocé tem se sentido
tao deprimido que
nada pode anima-lo?

d) Quanto tempo
vocé tem se sentido

calmo ou tranquilo?

e) Quanto tempo
vocé tem se sentido

com muita energia?

f) Quanto tempo vocé
tem se sentido
desanimado ou
abatido?

g) Quanto tempo
vocé tem se sentido

esgotado?

h) Quanto tempo
vocé tem se sentido

uma pessoa feliz?

i) Quanto tempo vocé
tem se sentido

cansado?
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10- Durante as Ultimas 4 semanas, quanto de seu tempo a sua saude fisica ou problemas emocionais

interferiram com as suas atividades sociais (como visitar amigos, parentes, etc)?

Todo A maior parte do

Tempo tempo

Alguma parte do
tempo

Uma pequena
parte do tempo

Nenhuma parte

do tempo




11- O quanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmagdes para vocé?

A
A maioria maioria Definitiva-
Definitivamente d Nao q
as vezes as
verdadeiro ) sei mente
verdadeiro vezes falso
falso

a) Eu costumo
obedecer um pouco

. . 1 2 3 4 5
mais facilmente que as
outras pessoas
b) Eu sou tdo saudavel
quanto qualquer pessoa 1 2 3 4 5
que eu conhecgo
c¢) Eu acho que a minha

; o 1 2 3 4 5
saude vai piorar
d) Minha saude é

1 2 3 4 5

excelente
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