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RESUMO

Saranholi, Tais Lopes. Hidrofibra com prata versus Colagenase para tratamento da
colonizagdo critica em Ulceras venosas: ensaio clinico randomizado. [tese]. Botucatu:
Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 2022.

Introducéo: Ulceras venosas (UV) sdo colonizadas por diversas bactérias, sendo algumas
com grande capacidade de producédo de biofilme, colonizacdo critica (infeccao superficial)
que podem dificultar a cicatrizacdo. Objetivos: Avaliar a agdo do curativo hidrofibra com
prata comparado ao curativo com colagenase, ambos ap0s desbridamento cirdrgico
superficial, no controle da colonizacdo critica, formacdo do biofilme por Staphyloccoccus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Staphylocccocus epidermidis e clonalidade bacteriana
entre o tempo inicial e final, em pacientes com UV que utilizaram estas intervencdes por 30
dias. Método: Ensaio clinico randomizado, controlado com pacientes com UV com sinais
clinicos de colonizacdo critica. Apo6s desbridamento superficial, os participantes foram
randomizados em dois grupos — interveng&o foi Hidrofibra com prata (HAQ) e o comparativo
Colagenase (Col). Realizado pré-desbridamento, coleta com swab em area de 1cm? para
identificacdo de S aureus, S. epidermidis e P aeruginosa e calculo do nimero de UFC/cmz.
Avaliada a capacidade de producéo de biofilme em microplaca de poliestireno. Os desfechos
foram avaliados apos 30 dias: primarios: taxa de Ulceras sem sinais de colonizagéo critica;
taxa de Ulceras com diminuicdo da carga bacteriana; taxa de ulceras com bactérias produtoras
de biofilme e clonalidade bacteriana. Os desfechos secundarios foram: melhora clinica das
UV pelo PUSH; diminuicédo da area ulcerada. A analise estatistica foi por intencédo de tratar
e os dados foram analisados utilizando o software SPSS 22.0, considerado significante
p<0,05. Resultados: Foram incluidos 34 pacientes, totalizando 56 UV. Dezoito participantes
com 28 UV foram randomizados para o grupo HAg e 16 participantes com 28 UV para o
grupo Col. Houve diminuicédo de Ulceras com critérios de colonizacdo critica nos dois grupos
ao longo do tempo, sem diferenca estatisticamente significante entre as duas intervencdes,
pois no T30 o risco relativo (RR) para nao colonizacgéo critica foi de 0,81 (1C95% 0,48 —
1,37; p=0,439). Em relacdo a carga bacteriana, ndo houve diminuicdo da carga bacteriana
total ao longo do tempo (p=0,054) e nem entre os grupos (p=0,113). Houve diminuicdo de
Ulceras com bactérias produtoras de biofilme em relacdo TO ao T30 (p= 0,047), mas sem
diferenca estatisticamente significante entre os grupos no T30 com RR de 1,0 (1C95% 0,35
—2,86; p > 0,999)). A maioria das Ulceras ndo tiveram mudanca da identidade bacteriana
entre TO e 30, sem diferenca entre os grupos. Houve melhora clinica das UV avaliadas pelo
PUSH de acordo com o tempo para os dois grupos (p= 0,001), mas sem diferenca com
significancia estatistica entre os grupos (p= 0,067). Houve diminuicdo das areas nos dois
grupos em funcgéo do tempo (p=0,001), mas sem diferenca com significancia estatistica entre
o0s grupos (p=0,786). Conclusdo: Ambas as intervenc¢des, hidrofibra com prata e colagenase,
melhoraram as caracteristicas clinicas e microbioldgicas ao longo do tempo, mas nao houve
diferenca entre as duas intervencdes apds 30 dias de tratamento.

Palavras Chaves: Ulcera Venosa. Infeccdo das Feridas. Pacientes Ambulatoriais. Ensaio
clinico.



ABSTRACT

Saranholi, Tais Lopes. Hydrofiber with silver versus Collagenase for treatment of critical
colonization of venous ulcers: randomized clinical trial. Botucatu: Botucatu Medical School,
Sao Paulo State University (UNESP). 2022.

Background: Venous ulcers (VU) are colonized by several bacteria, some of which have a
high capacity for biofilm production that can make healing difficult. Objectives: To evaluate
the action of the hydrofiber dressing with silver compared to the dressing with collagenase,
both after superficial surgical debridement, in control of critical colonization (superficial
infection) by Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
epidermidis and the biofilm formation by these bacteria in patients with VU who used these
interventions for 30 days. Method: Randomized, control clinical trial with VU patients with
clinical signs of critical colonization. After superficial debridement, participants were
randomized into two groups - Hydrofiber with silver (HAg) and Collagenase (Col). Pre-
debridement with a 1cm2 swab to identify S aureus, S. epidermidis and P aeruginosa and
calculate the number of CFU/cm2. The projects were published after 30 days: primary - rate
of consultations without signs of criticism; ulcer rate with bacterial load; rate of ulcers with
biofilm producers. The secondary results were clinical improvement of VU by PUSH,;
enlargement of the ulcerated area. A statistical analysis was for intent-to-treat and data were
analyzed using SPSS 22.0 software P<0.05 was considered significant. Results: 34 patients
were included, totaling 56 VU. Eighteen participants with 28 VU were randomized to the
HAg group and 16 with 28 VU to the Col group. There was an increase in studies with
critical colonization criteria in both groups over time, with no statistically significant
difference between the two interventions (p=0.422). Regarding bacterial load, there was no
increase in total bacterial load over time (p=0.054) or between groups (p=0.113). There was
an increase in consultations with biome producers in relation to TO to T30 (p=0.047), but
with no difference with statistical significance between the groups at T30 (p=0.558). There
was clinical improvement in the VU groups evaluated by PUSH according to time for two
groups (p=0.001), but with no statistical difference between them (p=0.067). There was an
increase in areas in both groups as a function of time (p=0.001), but with no difference with
statistical significance between the groups (p=0.786). Conclusion: Both interventions,
hydrofiber with silver and collagenase, improved clinical and microbiological characteristics
over time, but there was no difference between the two interventions after 30 days of
treatment.

Key words: Varicose Ulcer. Wound Infection. Outpatients. Clinical trial.
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

1.1 Conceito de Ulcera e classificacédo

A Ulcera cutanea se caracteriza por uma lesdo com perda de tecido, envolvendo a
epiderme, derme, podendo atingir tecido celular subcutéaneo ou tecidos mais profundos.
Quanto a sua origem, as Ulceras podem ser: traumaticas, sendo provocadas acidentalmente
por agentes mecanicos (corte, perfuracdo), agentes quimicos e fisicos (calor, frio, radiacéo);
cirtrgicas (provocada intencionalmente por instrumento cirdrgico cortante) ou serem
causadas por doengas de base, como por exemplo as de causa venosa, arterial, neuropatica®.

As Ulceras podem ser classificadas em agudas e crénicas. Quando agudas, as fases
do processo de cicatrizacdo ndo apresentam complicacOes e ocorrem naturalmente. Nas
cronicas, o processo de cicatrizacdo ndo ocorre no tempo e na sequéncia fisiolgica das fases
inflamatorias, proliferativas e de maturacdo. Caracterizam-se como feridas cronicas as que
n&o cicatrizam em 4 a 6 semanas?.

Diferentes doencas podem retardar o processo de cicatrizagdo, assim como fatores
externos podem interferir nesse processo. Como exemplos podem ser citadas as Ulceras de
membros inferiores ou em pé de pacientes diabéticos, complicagdes de feridas cirurgicas e
lesio por pressdo®. Estudo realizado em Barcelona no ano de 2013 com mais de 15.000
participantes identificou uma prevaléncia de 10,3% de feridas cronicas®. A revisdo
sistematica de Martinengo et al., (2019) apresenta a prevaléncia de Ulceras crénicas de perna
na populacdo geral estimada em 1,5 por 1.000 pessoas em uma perspectiva global. A
incidéncia das Ulceras podem aumentar com o decorrer da idade, caracterizando assim, que
a prevaléncia aumente na medida do envelhecimento populacional®.

Diante do envelhecimento populacional e comorbidades associadas, as ulceras
crénicas continuam a ser um desafio clinico, social e econdmico®. As Glceras localizadas nos
membros inferiores podem ser classificadas de acordo com sua etiologia como Ulceras
venosas, arteriais, diabéticas e outras menos frequentes. Para essa classificacdo, o exame
fisico auxilia na orientacdo do diagndstico, por meio da avaliacdo da localizacdo da ferida,
tamanho, profundidade, exsudato e tipo de tecido, palpacdo dos pulsos e mensuracdo do
indice tornozelo braquial (ITB)’.

Independente da classificacdo da Ulcera nos membros inferiores estudos apresentam
0 impacto negativo e declinio que pode refletir em relagdo a funcéo fisica, psicossocial,

qualidade de vida e financeira.

1.2 Ulcera venosa
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A Ulcera venosa (UV) € o estagio mais avancado da doenca venosa crénica e a causa
mais comum das Ulceras de membros inferiores, representando 70% dessas Ulceras. Estima-
se que a UV afeta entre 2% a 7% da populagio mundial®, apresentando prevaléncia anual de
1,7% entre as pessoas com 65 anos de idade ou superior®.

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento de UV estdo citados a idade igual ou
superior a 55 anos, historia familiar de insuficiéncia venosa cronica, indice de massa corporal
elevado, histdria de embolia pulmonar ou trombose venosa, doenga esquelética ou articular dos
membros inferiores, maior numero de gestacfes, historico familiar de Ulceras de tornozelo,
inatividade fisica, historico prévio de ulceras nos membros inferiores e lipodermatoesclerose
grave®®.

O prognostico das UV é ruim, além da cicatrizacdo demorada é comum o surgimento
de Ulceras recorrentes. Estudo apresenta mau progndstico para cicatrizacdo quando a duracdo
da Ulcera se apresenta superior a trés meses, comprimento da Ulcera de 10 cm, presenca de
doenca arterial associado a doenca venosa nos membros inferiores, idade avancada do
paciente e indice de massa corporal elevado!. Estudo de coorte com 50 pacientes adultos
acompanhados ap0s a cicatrizagdo da UV, no periodo de 10 anos, mostrou que 62%
apresentaram recidiva da lesio??.

As UVs ocasionam além do impacto socioecondmico, grande repercussao na piora
da qualidade de vida, reduzindo a capacidade de participacdo social e desenvolvimentos de
atividades profissionais das pessoas acometidas®. S&o responsaveis por perda da capacidade
funcional, limitacdo nas atividades diarias, isolamento social, discriminacédo e rejeicdo do
parceiro, problemas emocionais, também prejuizos econémicos para a familia, instituicbes
de salide e para o sistema previdenciario®®.

Os pacientes com UVs podem ser submetidos a tratamentos associados a
medicamentos topicos, curativos e terapias de compressdo. As opcdes de tratamento clinico
de padréo ouro incluem o uso de bandagens de compressao ou meias, auxiliando no retorno
venoso. Sao exemplos a terapia compressiva com faixa elastica multi ou unicamadas, meias
elasticas de alta compressdo em forma de kits e terapia inelastica como a Bota de Unna
(composta por gaze inelastica impregnada com oéxido de zinco). Revisdo sistematica
identificou tempo mais curto da cicatrizacdo de UVs em pessoas que usam bandagens ou
meias de compressdo em comparacdo com aquelas que ndo usam compressao®?,

Nesse sentido, a terapia compressiva com faixas elasticas, bota de Unna, meias
elasticas, entre outras, apresentam um papel fundamental durante o tratamento realizando a
retencédo, suporte ou compresséo local, sédo diferenciadas de acordo com a quantidade de

forca necessaria para aplicagdo no membro, desempenhando um efeito positivo na
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contribuigdo do tratamento como um todo®®. Assim, existem diferentes tipos de compressdes

com o objetivo tratar Glceras e apds a cicatrizagio e reduzir o risco de recorréncia da lesdo®*.

1.3 Microbiologia das ulceras cronicas e biofilmes

Tanto as Ulceras agudas quanto as crbnicas podem ser contaminadas,
independentemente de sua etiologia por microrganismos que podem ser provenientes de
secre¢Bes enddgenas, curativos e do proprio ambiente. Nesse sentido a colonizagdo ira
ocorrer quando as bactérias estdo se replicando no leito da Glcera, mas ndo causam danos ao
hospedeiro. Contudo, 0 ambiente esta suscetivel as infeccbes bacterianas, que ocorre quando
ha aumento da carga microbiana na superficie da Ulcera (colonizacdo critica, infeccdo
superficial/local), onde os niveis de citocinas pré-inflamatorias dificultam a cicatrizagéo,
causando dificuldades no tratamento realizado, deterioragdo do tecido de granulagédo e
exsudato em excesso. Além disso, também pode ocorrer a penetracdo das bactérias nos
tecidos peri-ulcera (infeccdo profunda), nessa situacéo caracteriza a replicacdo de bactérias
na ferida associada a danos ao hospedeiro, na qual as bactérias na ferida ultrapassam a
capacidade de defesa imunoldgica, incluindo sinais de infec¢do classica tais como eritema,
edema, aumento da temperatura, dor na regido perilesional e febre!®17,

Um estudo sobre a prevaléncia da microbiota em ulceras agudas e croénicas,
identificou Staphylococcus aureus em 23,3% das Ulceras e Pseudomonas aeruginosa em
14,8%. S. aureus foi encontrado mais frequentemente em pacientes com ulceras cronicas
(48,8%) do que em agudas (9,5%), enquanto o S. epidermidis foi encontrado
predominantemente em Ulceras agudas (17,9%)'®. Outro estudo recente encontrou a
diversidade bacteriana nas Ulceras crénicas de diferentes etiologias. Os patdgenos mais
comuns identificados foram S. aureus, P. aeruginosa, Enterobacterales e Enterococcus
spp?®.

Existem varias discussfes apresentadas a partir do século XXI sobre a influéncia de
formacdo de comunidades bacterianas complexas denominadas de biofilmes, que
contribuem para o0 atraso na cicatrizacdo das Ulceras cronicas, considerando a causa isolada
mais importante que influencia na cicatrizacéo tardia?®2%22,

Dependendo do ambiente da Ulcera, pode haver a formacdo de diferentes tipos de
biofilmes. Como observado na Figura 1, na presenca de fatores predisponentes no
hospedeiro, a formacéo do biofilme inicia-se quando uma bactéria na sua forma plancténica
adere a uma superficie exposta, que pode ser bidtica ou abidtica (etapa 1). Posteriormente,

0s micro-organismos ligam-se entre si e aderem de maneira irreversivel (etapa 2). Depois,



INTRODUGAO

comecgam a se proliferar, ativando o quérum sensing (um processo pelo qual as bactérias
podem regular o metabolismo e consequentemente, responder as flutuagdes na densidade
populacional das células), formando microcoldnias de biofilme (etapa 3). O biofilme cresce
e se diferencia, culminando em uma comunidade de biofilme maduro, apresentando
caracteristicas estruturais (etapa 4). Ha formacgdo de uma matriz composta por &gua e
substancias poliméricas como polissacarideos, proteinas e DNA extracelular. O biofilme
maduro entra em processo de dispersdo, ou seja, ocorre uma desestabilizacdo do biofilme
devido a fatores ambientais e por conseguinte, ha o destacamento de células ou de
microcoldnias (etapa 5). 192324, A dispersdo pode resultar na colonizagdo de novos nichos e

consequentemente, em novos sitios de infeccdo com biofilme!®,

#5& . Ciclo do Biofilme

Fases reversiveis Fases irreversiveis

&
Motilidade Adesdo Crescimento Disperséo Propagagio

e Maturacao

Created in BioRender.com bio

Figura 1. Ciclo do Biofilme. BioRender.

Os biofilmes estdo presentes em varias infec¢des cronicas da mucosa incluindo as do
trato urinario, periodonto, trato respiratdrio e em feridas cronicas?, prejudicando o processo
de cicatrizagdo!"?®. Os mecanismos desse fendmeno ainda ndo estéo totalmente esclarecidos,
porém acredita-se que o estado inflamatorio crénico induzido pela presenca do biofilme e a
baixa tensdo de oxigénio no ambiente da ferida s&o fatores que dificultam a cicatrizagio?’.

Estudo usando microscopia de varredura eletrdnica, mostrou que 60% das ulceras
cronicas apresentou biofilme, em comparagdo com apenas 6% das Ulceras agudas?®.

As Ulceras crénicas oferecem um ambiente ideal para a formacéo do biofilme devido

a reducdo da resposta imune do hospedeiro na area da lesdo, caracterizada pela presenca de
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tecidos ndo viaveis, auxiliando na adesdo microbiana®. Desta forma contribuem para
dificuldade de cicatrizagdo, representando um importante fator de viruléncia na patogénese
das Ulceras cronicas®®. Nas camadas mais profundas do biofilme, as bactérias crescem
lentamente devido a deficiéncia de nutrientes, fendmeno que contribui para a resisténcia das
bactérias aos antibiticos™**°. Os biofilmes se desenvolvem em feridas cronicas em 10 horas
e podem persistir enquanto a ferida permanece aberta®!.

As Ulceras cronicas apresentam diferentes tipos e quantidade de microrganismos® o
que dificulta a resposta aos tratamentos com antissépticos e antibiéticos®?. Todas as UV sdo
colonizadas com bactérias, apresentando como um nicho ecol6gico ideal para
estabelecimento e garantia de sobrevivéncia destas bactérias. Assim, algumas UV podem
evoluir para infeccdo superficial, também conhecida como colonizag&o critica, continuando
a desenvolver infeccdo enquanto aberta®®. Uma boa compreensdo das complexidades do
ambiente microbiano-hospedeiro deve ser aprofundada para orientar um diagnostico e

tratamento eficiente para a UV com infeccéo superficial®.

1.4 Intervencdes terapéuticas para combate de biofilmes em Glceras crénicas

O tratamento de feridas cronicas representa um grande desafio para os profissionais
de satde. Nesse sentido, durante o tratamento de uma Ulcera que néo cicatriza em tempo
esperado, diversas intervencdes podem ser adotadas concomitantemente. As mais citadas
para manejo dos biofilmes em dUlceras cronicas sdo 0s curativos com prata, iodo,
Polihexametileno de biguanida (PHMB), mel, desbridamento cirdrgico superficial ou a
conjugacéo de diversas terapias. Porém nenhum método apresenta ser completamente eficaz
para os biofilmes?134° ¢ faltam evidéncias cientificas para afirmar a melhor forma de sua
remocdo do leito de Ulceras cronicas.

As coberturas com prata sdo difundidas na pratica clinica para o controle da infec¢éo
superficial. Em estudo de revisdo da literatura contendo resultados de estudos clinicos, in
vitro e in vivo, apresenta o uso de varios curativos com prata para o tratamento de Ulceras e
especialmente no manejo de Ulceras criticamente colonizadas por bactérias formadoras de
biofilme como: espuma impregnada de prata, hidrofibra com prata e fibra gelificante com
prata®®. Em uma meta-analise sobre o uso da prata para tratamento de biofilmes, mostrou
eficAcia do seu uso em tempo limitado, inferior a 14 dias, apresentando efeitos
antimicrobianos, melhora da qualidade de vida e também uma boa relacdo custo-eficacia no

tratamento®’.
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Quanto a utilizacdo de iodo em feridas cronicas, h estudos com o cadexémero de
iodo, descrito como um antisséptico eficaz, pois atua contra a produgdo de glicocalix ou
material polimérico das bactérias, atuando diretamente na estrutura do biofilme. Sua acéo
antimicrobiana se faz por meio do rompimento da membrana lipidica e inibicéo da sintese
proteica bacteriana. Descrito como ndo toxico para os fibroblastos®® Recente revisdo
sisteméatica com metanélise encontrou reducdo significativas na area da ferida, no exsudato,
pus/detritos, esfacelo, biocarga e infeccdo em feridas cronicas tratadas com cadexdmero
iodine comparado com tratamento padr&o®.

Dentre 0s antissépticos descritos na literatura utilizados no manejo do biofilme, a
PHMB é utilizado na prevencdo e combate de infeccdo superficial das Ulceras, auxiliando na
limpeza contribuindo para as condigdes favoraveis ao processo de cicatrizacdo. Ela tem
atividade biocida de amplo espectro, provocando a lise celular, impulsionando na membrana
um stress osmotico.

O mel é destacado pelo seu efeito antimicrobiano e antinflamatdrio, interagindo com
0 exsudato da ulcera, onde o perdxido de hidrogénio é produzido, elimina a dgua das células,
causando lise e promove o desbridamento autolitico, contribuindo no processo de
cicatrizacdo, mantendo as Ulceras umidas, permitindo a migracdo epidérmica e estimulagéo
de citocinas inflamatorias*42,

E descrito falta de eficacia dos antibidticos topicos e sistémicos no combate ao
biofilme, e isto pode estar relacionado a penetracdo reduzida ou incompleta destes agentes
nesta estrutura bacteriana®?, além da reformulagéo rapida do biofilme na tlcera*,

Uma das estratégias descritas como mais eficaz contra o biofilme consiste na sua
remocao cirdrgica da superficie da Glcera, ou seja, desbridamento cirdrgico superficial®#4,
Entretanto, segundo o estudo de Wolcott et al., o biofilme pode retornar a sua formacéo apos
dois ou trés dias, mesmo que seja realizado desbridamento agudo. Contudo, a remocéo do
biofilme contribuira para a cicatrizacéo das tlceras®. A remogao de tecido desvitalizado por
meio do desbridamento cirargico tem sido utilizado buscando a reducdo da carga
microbiologica e acelerar a cicatrizacdo de feridas. Outras formas de desbridamento como
autoliticos (hidrogéis, alginato de célcio e hidrocoloides) e enzimaticos (colagenase e

papaina), ndo sdo descritos como agentes que atuam nos biofilmes*.

1.5 Justificativa para o presente estudo e hipdtese

Estudo clinico encontrou que, o desbridamento cirdrgico de feridas crénicas removeu

comunidades de biofilme dos leitos de feridas, entretanto o biofilme comeca a ressurgir dois
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dias apds o desbridamento inicial e grande nimero de biofilmes maduros foram identificados
trés dias apds o desbridamento*’. O desbridamento atua no combate do biofilme de Ulceras
cronicas, mas sdo necessarias outras estratégias para evitar sua reformacéo para garantir o
sucesso terapéutico.

A resisténcia de bactérias produtoras de biofilme é um problema crucial no manejo e
tratamento de feridas cronicas. Desbridamento cirtrgico superficial e curativos a base de
prata sdo linhas de tratamento descritas para combate de biofilme*®. Entretanto, ndo ha
estudos que avaliaram as duas intervencdes associadas para manejo da reformacdo do
biofilme, realizando avaliacdo microbioldgica padrdo ouro para analise de biofilme. A
identificacdo do biofilme é relevante para a aplicacdo das melhores intervencdes no
tratamento das Ulceras crdnicas como as UVs, procurando promover a cicatrizacao.

Nesse sentido, considerando a melhor forma de tratamento para o controle da
colonizagéo critica em UV, realizou o seguinte questionamento clinico: O desbridamento
cirurgico superficial associado ao curativo de hidrofibra com prata controla a colonizagéo
critica quando comparado com o curativo de colagenase em UVs?

Baseado em literatura de que o desbridamento cirdrgico promove reducédo da carga
bacteriana e combate do biofilme®, entretanto ocorre sua reformagédo ap6s 72 horas*’, ha
necessidade de intervencdes que impecam sua reformacdo por meio de acdo nas bactérias
que colonizam as Ulceras crénicas.

Como ja comentado anteriormente, produtos que promovem desbridamento
enzimatico como a colagenase ndo é descrito com acdo anti-biofilme. A colagenase é
caracterizada como uma enzima derivada da bactéria Clostridium histolyticum e tem acéo
efetiva e seletiva por agir no colageno presente no tecido necrético sem prejudicar o tecido
de granulagdo. Portanto, ela é indicada como manutengdo apds desbridamento cirrgico®.
Devido ao uso significativo de colagenase na pratica clinica, sua utilizacdo como controle
nos estudos comparativos permite a comparacdo da intervencdo teste com um tratamento
usual, que se realiza na rotina dos servicos de atencdo a saude. Desta forma, a escolha da
colagenase como grupo comparativo neste estudo foi com a intencdo de utilizar um
tratamento com acdo desbridante, muito utilizado na pratica clinica, mas sem acéo
antimicrobiana para comparar com uma intervencdo com acdo antibacteriana como a
hidrofibra com prata, por ser descrito como uma importante terapéutica contra as bactérias
formadoras de biofilme3*. A hidrofibra é composta por fibras de carboximetilcelulose com
capacidade de absorver exsudato e a prata € um produto antisséptico e anti-inflamatério com
largo espectro antibacteriano?®®%%!, Tanto os pacientes do grupo intervencdo quanto do

grupo controle receberdo orientagdes de medidas anti-estase e terapia compressiva.
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Portanto a hipotese do presente estudo é que o desbridamento cirurgico superficial
associado ao curativo de hidrofibra com prata diminuira a carga bacteriana e a reformacéo
do biofilme com consequente melhoria das condi¢fes clinicas da UV e cicatrizagdo, ndo
ocorrendo 0 mesmo quando realizado o desbridamento cirurgico superficial associado ao
curativo de colagenase.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Primario

Avaliar a acdo do curativo hidrofibra com prata no controle da colonizacéo critica
(infeccdo superficial) e da formagédo do biofilme por inibicdo do crescimento bacteriano
comparado ao curativo com colagenase, ambos apds desbridamento cirtrgico superficial em

pacientes com UV que utilizaram estas intervengdes por 30 dias.

2.2 Objetivos Secundarios
v Verificar a presenca de S. aureus, S. epidermidis ou P. aeruginosa antes e
apos o desbridamento associado ao curativo hidrofibra com prata e colagenase das
AV
v' Determinar a capacidade de producao de biofilme por essas bactérias;
v' Verificar a clonalidade das cepas isoladas nos tempos iniciais e finais de
tratamentos, por meio da eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE);
v' Descrever a evolucdo clinica (taxa de cicatrizacdo e diminuicdo da area
ulcerada) apds o desbridamento associado ao curativo hidrofibra com prata e o

curativo com colagenase
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3 METODO

3.1 Tipo de Estudo

Ensaio clinico randomizado-controlado, paralelo, aberto, com dois bracos paralelos.

Teve o registro brasileiro de ensaios clinicos (ReBEC - RBR-4kkq2h).

3.2  Local do Estudo,
Foi realizado no Ambulatério de Ulceras Cronicas do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB/UNESP).

3.3 Populagao e critérios de elegibilidade

Os participantes foram os pacientes adultos que atenderam a todos 0s critérios de
incluséo e nenhum dos critérios de exclusdo seguintes:

Critérios de Incluséo:

- Ter idade maior ou igual de 18 anos;

- Apresentar UV cronica (Ulcera aberta superior a 6 semanas) com sinais clinicos de
colonizag&o critica segundo os critérios da regra mnemdnica NERDS®? se houver pelo menos
dois dos seguintes achados:

1. Ulceras que néo estdo cicatrizando (N= Nonhealing wounds);

2. Aumento da exsudacgédo (E= Exudative wounds);

3. Tecido de granulacdo de superficie de Ulcera vermelho e sangrento (R= Red and
bleeding wound surface granulation tissue);

4. Detritos caracterizado por tecido necrético amarelo ou preto na superficie da ferida
(D= Debris -yellow or black necrotic tissue on the wound surface)

5. Cheiro ou odor desagradavel da Glcera (S= Smell or unpleasant odor from the wound)

- Concordancia com os procedimentos propostos no estudo (desbridamento cirdrgico
superficial no inicio do tratamento, curativo hidrofibra com prata ou colagenase e uso de
bandagem elastica de alta compressédo);

- Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (paciente ou

responsavel) — Apéndice I.

Critérios de excluséo:
- Ulceras de outras etiologias (doenca arterial periférica, causas hematologicas,

neoplasicas, infecciosas, etc);
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- Ulceras infectadas, ou seja, quando associada a erisipela, celulite ou linfangite
devido a necessidade de terapia antibiotica sistémica;

- Ter historia de hipersensibilidade aos tratamentos propostos;

- Ter UV associada a doenca arterial periférica que sera caracterizada quando o indice
sistolico tornozelo-braco (ITB) for menor do que 0,8 e/ou auséncia de pulsos distais,
principalmente tibioso.

Os pacientes foram avaliados clinicamente e com aplicacéo de roteiro (Apéndice I1)
para caracterizacdo das UV.

Critérios de descontinuacao:
Apobs a inclusdo no estudo, o participante foi descontinuado se houvesse um dos
seguintes critérios:

- Retirada do consentimento.

- Presenca de infeccdo associadas a(s) ulcera(s) (erisipela, celulite ou linfangite),
durante seguimento. Nestes casos 0 sujeito de pesquisa foi tratado adequadamente
conforme a rotina do servico.

- Utilizacao de outros métodos que nao estdo preconizados neste protocolo.

- Pulsos distais ndo palpéaveis e/ou indice tornozelo-braquial (ITB) < 0,8 durante o
seguimento.

- Eventos adversos locais clinicamente significantes (dor de forte intensidade, eczema,

abertura de nova Ulcera), a critério de investigador.

3.4 Delineamento do Estudo, plano de tratamento e desfechos

Inicialmente foi realizada a medida da area de todas as Ulceras dos participantes
incluidos no estudo no tempo basal (T0). Posteriormente foi realizada a limpeza da ulcera
com soro fisioldgico (SF) 0,9%. Logo ap6s houve a coleta de material por meio de swab do
leito da Ulcera para analise microbioldgica. Na sequéncia, foi feito o desbridamento
cirurgico superficial do leito da(s) Ulcera(s) em ambos os grupos. Este procedimento foi
realizado com anestesia topica local (creme contendo lidocaina 4%) mantido sob oclusédo
por 30 min. Apoés esse tempo foi realizado o desbridamento, por médico dermatologista, com
cureta em todo o leito ulcerado.

Apdbs o desbridamento, os participantes foram randomizados em dois grupos. O
grupo 1 ou grupo Hidrofibra com prata (HAQ) foi composto por participantes tratados com

o curativo de hidrofibra com prata (AQUACEL® Ag* Extra™), na forma de placa com troca
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quando atingisse a sua saturacdo (aproximadamente quatro dias). No grupo 2, 0s
participantes foram tratados com curativo de Colagenase (Col) nédo associada a antibioticos
(Kollagenase®). A apresentacdo da colagenase foi em pomada e a quantidade de aplicagio
dependia do tamanho da Ulcera, mas devia ser em quantidade suficiente para cobrir todo leito
ulcerado com uma camada minima de 2mm e apds cobertura secundaria com gaze, com troca
uma vez ao dia.

Em ambos os grupos foi associada a terapia com faixa el&stica compressiva
(Surepress®- figura 2), com aplicacdo uma vez ao dia (pela manha e retirada ao final do dia).
Este era um sistema de compressdo composto por Unica camada, com compressao em torno

de 25 a 35 mmHg no tornozelo.

Figura 2. Faixa elastica compressiva que foi utilizada no estudo.
Fonte: Disciplina de Dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP.

Todos os participantes ou cuidadores receberam as seguintes orientacdes para
cuidados com as Ulceras em domicilio (Apéndice I11).

O periodo de 30 dias apds o inicio das intervencgdes foi escolhido, uma vez que o
objetivo principal foi avaliar a acdo dos curativos no controle da colonizagdo critica e da
formacdo do biofilme, ndo havendo necessidade de maior tempo de acompanhamento, pois
0 objetivo priméario ndo foi avaliacdo da cicatrizacdo total.

Apdbs 30 dias de acompanhamento (T30), os dois grupos foram reavaliados e foi
realizada a medida da area de todas as Ulceras e nova coleta de material para analise

microbiologica por meio de swab.
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Foram avaliados os seguintes desfechos no T30:
e Primarios
- Taxa de ulceras sem sinais de infecgdo superficial (ou colonizagdo critica) segundo
os critérios clinicos da regra mneménica NERDS®?;
- Anélises microbioldgicas:
- Taxa de Ulceras com diminui¢do da carga bacteriana;
- Taxa de Ulceras com bactérias produtoras de biofilme;

- Taxa de Ulceras com mudanca da identidade bacteriana;

e Secundarios
- Melhora clinica das UV avaliado pela escala de PUSH®;
- Diminuicdo da area da Ulcera pelo método planimétrico;
- Taxa de cicatrizacdo avaliado clinicamente pela observacdo da epitelizagdo total
sem presenca de crostas no local da UV.
- Eventos adversos locais relacionados as intervencgoes.
Todos os desfechos foram avaliados por examinador cego, ou Seja, sem

conhecimento do grupo que o participante foi randomizado.

3.5 Procedimentos

3.5.1 Avaliacao da area das Ulceras

As areas das UV foram analisadas antes do inicio do tratamento (T0) e no 30" dia
(T30). Para a mensuracdo da area, cada ulcera foi analisada empregando o método
planimétrico. As Ulceras foram fotografadas com uma régua adjacente a sua borda para criar
um referencial externo. Por meio do software Image J 1.37v foi estabelecido a relacdo do
comprimento (pixels/mm) individualizada para cada foto e realizado o tracado manual do
perimetro das UGlceras calculando a area em pixel e transformada em cm? (figura 3). Para
cada Ulcera este procedimento foi realizado trés vezes, considerando como resultado a média

das areas (Apéndice V).



METODO

-
Fle B0 mage Pacess Awnre Puges Widw  Hey

=] GNAQIW S oro fle] 2 | =
w1 21§ ot

lln![r n‘l'Juli’lM"lfl[hh'].!ll“gl'ﬂ'ﬂl‘l[if'.'h'lillh.'[,(;i’:fl.'lmi.'t';’;i
e

0‘ g 2_ 3 d Py N l

i O 7 ‘)
L wy ’] 8

l"r'"”*i"'i'l.']"f'?i T
1 al 40
Figuras 3: Mensuragdo da area da Ulcera por meio do software Image J 1.37v.

Fonte: Disciplina de Dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP.

3.5.2 Avaliacdo das caracteristicas dos leitos das UV
A fim de realizar avaliacdo e registro das caracteristicas dos leitos das UV, no inicio
do tratamento (TO) e no 30" dia (T30) das intervencdes, foi realizada aquisicio da imagem

fotografica com o paciente deitado.

3.5.3 Avaliacao clinica de infeccao superficial das UV
A presenca de sinais clinicos de infeccdo superficial (ou colonizacdo critica) foi
avaliada, no inicio do tratamento (TO) e no final (T30), segundo os critérios baseados na

regra mnemonica NERDS®? (Apéndice 1), conforme descrito nos critérios de inclusio.

3.5.4 Avaliacao da melhora clinica das UV

Para a avaliacdo da evolucdo do processo cicatricial da tlcera, no inicio (T0) e no 30°
dia (T30) de tratamento, foi empregada a escala de PUSH (Pressure Ulcer Scale for
Healing)®® que considera trés parametros para avaliagio do processo de cicatrizagdo da ferida
(Apéndice V).

O primeiro parametro caracteriza a area da ulcera considerando o maior comprimento
(sentido céfalo caudal) versus a maior largura (em linha horizontal da direita para a esquerda)
da tlcera em cm?. Conforme a area obtida os escores variam de 0 a 10.

No segundo parametro avalia-se a quantidade de exsudato presente, avaliada

imediatamente ap0s a remocdo da cobertura e antes da limpeza com qualquer solug&o.
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Classificada como ausente, pequena, moderada e grande, que correspondem a escores de 0
(ausente) a 3 (grande).

Por fim, no terceiro pardmetro € avaliado a aparéncia do leito da Ulcera, definida
como o tipo de tecido prevalente, sendo especificada como: tecido necroético, esfacelo, tecido
de granulagéo, tecido epitelial e ferida fechada ou recoberta. Esses tecidos correspondem aos
escores O (ferida fechada), 1 (tecido epitelial), 2 (tecido de granulacdo), 3 (esfacelo) e 4
(tecido necrdtico).

Ao serem somados os trés parametros, ira gerar um escore total, com variagdo
possivel € de 0 a 17. Escores maiores indicam piores condi¢des da ulcera. Medindo apenas
trés variaveis, o instrumento PUSH gera escores que, em sua magnitude e direcdo, podem
descrever as condi¢des e a evolugdo da cicatrizacdo das Ulceras. O instrumento em questdo
foi criado para o acompanhamento da evolucdo de Ulceras por pressdo, mas no Brasil foi
adaptado e validado para acompanhamento de Glceras de perna® -+,

3.6 Analises microbioldgicas
Todas as anélises microbiologicas foram realizadas no laboratdrio de microbiologia

do Instituto de Biociéncias da Unesp - campus Botucatu (IBB).

3.6.1 Coleta das amostras

Para coleta das amostras, as Ulceras foram irrigadas com solucéo salina a 0,9% sob
pressdo mecanica. Um molde de gaze estéril com uma abertura central predeterminada de 1
cm? foi colocado no leito ulcerado que havia aparéncia de mais tecidos inviaveis. O swab
foi umedecido em solucéo salina estéril (0,9%), sendo friccionado por todo o campo exposto
(figura 4). Apds, o swab foi acondicionado em tubo com 3 mL de solucdo salina estéril
(0,9%), que foi colocado sob refrigeracdo e imediatamente encaminhado para as analises

microbiologicas.
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Figura 4: Coleta com swab na Ulcera colonizada em uma area de 1 cm?2.

Fonte: Disciplina de Dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP.

3.6.2 ldentificacdo das espécies

Neste estudo foram escolhidas para serem analisadas as bactérias mais prevalentes e
produtoras de biofilme em UV citadas na literatura, S. aureus, S. epidermidis e P.
aeruginosa®®. As outras bactérias que apareceram nas culturas foram apenas descritas se
presentes e sua carga, mas nao foram avaliadas quanto a producéo de biofilmes e identidade

bacteriana entre TO e T30.

3.6.2.1 ldentificacdo de S. aureus e S. epidermidis

Cada swab foi submetido a 3 minutos de vortex, para a liberacdo das bactérias nos
3 ml de salina e um volume de 100 ul foi semeado na superficie de uma placa de agar sangue
(5% sangue desfibrinado de carneiro) e agar manitol, espraiados com o auxilio de uma al¢a
em L (técnica de spread) (Figura 5). As placas foram incubadas a 35°C, por até 48 horas e
apos esse periodo, coldnias caracteristicas de cada espécie foram contadas, estocadas em
agar tripticase soja (TSA) e submetidas a testes de triagem como coloracdo de Gram (cocos
Gram positivos, em arranjo de cacho de uva), catalase e coagulase em tubo®. A seguir, a
identificacdo definitiva foi realizada com o auxilio do kit APl Staph (BioMeriéux). Para o
célculo do nimero de UFC/cm?, o nimero de col6nias confirmadas foi multiplicado por 10
(in6culo de 100 pl) e depois por 3 (total de 3 ml no tubo do swab).

Também foi realizado a identificacdo do S aureus por amplificacdo por PCR para
confirmar a presenca do estafilococo espécie-especifico gene nuclease (nuc; CRL-AR,
2009)%".
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Lesdo 2 Lesdo 2 (107) Lesdo 2 (10%)

Figura 5: Exemplo de semeado na superficie de uma placa de agar sangue.

Fonte: Laboratorio de microbiologia do Instituto de Biociéncias da Unesp - campus Botucatu (IBB).

Figura 6A: Exemplo de semeado na superficie de uma placa de agar cetrimide. 6B: Exemplo de semeado na
superficie de uma placa de agar manitol.
Fonte: Laboratorio de microbiologia do Instituto de Biociéncias da Unesp - campus Botucatu (IBB).

3.6.2.2 ldentificacdo de Pseudomonas aeruginosa
Cada swab foi submetido a 3 minutos de vortex, para a liberagdo das bactérias nos
3 ml de salina e um volume de 100 ul foi semeado na superficie de uma placa de agar sangue
(5% sangue desfibrinado de carneiro) e 0 mesmo volume, em uma placa de agar Cetrimide,
espraiados com o auxilio de uma alga em L (técnica de spread) (Figura 6A e 6B). As placas
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foram incubadas a 35°C, por até 48 horas e ap0ds esse periodo, coldnias caracteristicas em
cada placa foram contadas, estocadas em agar tripticase soja (TSA) e submetidas a testes de
triagem como coloracdo de Gram (bastonetes Gram negativos), oxidase e crescimento a
42°C®. A seguir, a identificacdo definitiva foi realizada com o auxilio do kit APl 20 NE
(BioMeriéux). Para o calculo do nimero de UFC/cm?, o niimero de coldnias confirmadas foi
multiplicado por 10 (indculo de 100 pl) e depois por 3 (total de 3 ml no tubo do swab)®8,

Também foi realizada a identificacdo da P. aeruginosa por amplificacdo por PCR e
a confirmagcéo foi realizada pela presenca do gene oprl®"°,

3.6.3 Producdo de biofilme em microplaca de poliestireno

Cada cultura de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa, crescida em BHI a
35°C/24h, foi diluida a, aproximadamente, 1,5x10% UFC (0,5 escala de MacFarland), com o
auxilio do Densicheck (Biomeriéux), utilizando-se BHI + 0,5% de glicose. Uma aliquota de
200 pL foi semeada em quadruplicata, em microplaca de 96 po¢os. Apos incubacdo de 48
horas, a placa foi lavada trés vezes, com PBS (pH 7,4), seca a temperatura ambiente e corada
com violeta cristal 1%, por 15 minutos. Apos trés lavagens com agua destilada, para a
remocdo do corante, a placa seca em temperatura ambiente, foi colocada em um leitor de
ELISA, para a leitura da densidade Optica (D.O) (Babsystems, MultiSkan EX), em 570 nm.
BHI ndo inoculado foi utilizado como controle negativo das reacdes. O controle positivo de
P.aeruginosa foi a ATCC 9027 e dos estafilococos foi S. epidermidis ATCC 35983.

A partir da média das quatro repeti¢des (D.O.) e de acordo com a relacéo entre a
D.0. (amostra em teste) e D.O.c (controle negativo), as amostras foram classificadas em nao
produtoras, fracas, moderadas ou fortes produtoras de biofilme, segundo Stepanovic et al®.
(Quadro 1).

Relacédo Interpretacdo
D.0.<D.0O.c nédo produtor
D.0.c<D.0.<£(2xD.0O.c) fraco produtor
2x(D.0.c)<D.0.<(4xD.0O.c) moderado produtor
4x(D.0.c)<D.O forte produtor

Quadro 1. Classificacdo das cepas em relagéo & producéo de biofilme.

3.6.4 Eletroforese em gel de campo pulsado (Pulsed Field Gel de Eletroforese -
PFGE)
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A tipagem molecular pela técnica PFGE foi realizada para as bactérias (S. aureus, e

P. aeruginosa) que foram da mesma espécie em uma determinada Glcera no TO e T30.
3.6.4.1. Parametro do PFGE para S. aureus

Para as cepas de S. aureus, foi usada a metodologia utilizada do Pulsenet®:.
Brevemente, cada cepa foi incubada em caldo BHI a 35°/24 horas para a confec¢do dos
plugues, em agarose low melting e lisostafina (100ug/mL). Apds incubacdo overnight a
37°C, uma porcdo de, aproximadamente, 2 milimetros de cada plugue foi cortada para a
digestdo com a enzima de restricdo Smal Fast (Thermo Scientific), durante 6 minutos. Ap6s
esse tempo, as porcBes dos plugues foram distribuidas em gel de agarose low melting 1%
para a corrida no Chef Mapper com os parametros de: pulso inicial de 5 segundos, pulso
final de 40 segundos, voltagem de 6V/cm e angulo de 120°, no total de 21 horas. Ao término
da corrida, o gel foi corado com brometo de etideo e analisado e fotografado em analisador
de imagens (Alphaimager — Alpha Esasy FC Software — Alphalnotech Corporation). Como
marcador de pares de base, foram utilizados fragmentos de DNA da S. aureus NTCT 8.325%,

3.6.4.2. Parametro do PFGE para P. aeruginosa

Para as cepas de P.aeruginosa, foi usada a metodologia para Gram negativos de
Selim et al®.

Cada isolado de foi semeado em placa de agar tripticase de soja (TSA, Oxoid),
incubada a 35 °C/24 h. Em seguida, foram preparadas as suspensdes bacterianas em tampao
de suspensdo celular (Tris 100 mM, EDTA 100 mM, pH 8,0) de modo a obter densidade
Optica de 0,8 a 1,0 em espectrofotdbmetro a 610 nm. Apds esse procedimento, 200 pL da
suspensdo celular foram transferidos para um tubo de microcentrifuga, adicionado de 10 pL
de proteinase K (20 mg/mL), 5 pL de lisozima (40 mg/mL) e 200 pL de agarose ultrapura a
1,2 % (Bio-Rad) em solucéo de Tris-EDTA (TE, Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). A
mistura foi colocada em moldes para confeccdo dos plugs. Apds solidificacdo, os plugs
foram transferidos em solucéo de lise (Tris 50 mM, EDTA 50 mM, pH 8,0 + 1 % de sarcosil
+ 0,1 mg/mL Proteinase K) onde foram mantidos nessa solugdo a 54 °C/2 h em agitacao
constante a 120 rpm. Apds esse periodo, os plugs de agarose foram lavados duas vezes com
agua ultrapura a 50 °C/15 min e mais quatro vezes com tampao TE a 50 °C/15 min, sendo
estocados em tampdo TE a 4 °C.

Para a digestdo do DNA, uma fatia de aproximadamente 2 mm de largura foi
incubada a 37 °C/overnight com 30 U de Spel juntamente com o tampé&o apropriado. Em

seguida, os fragmentos dos plugs foram colocados em gel de agarose ultrapura a 1 % em
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tampdo TBE (0,5x) e inseridos na cuba do equipamento Chef Mapper (Bio-Rad) nas
condigdes: pulso inicial: 2 s, pulso final: 40 s, voltagem: 6 VV/cm, &ngulo: 120°, tempo: 20 h

Ao término da corrida, os géis foram corados em 300 mL de agua destilada com 30
uL de brometo de etidio 1 % (Sigma) por 30 min, seguido por uma lavagem de 30 min com
agua destilada, e fotografado em analisador de imagens Alphalmager 2200. Os padr&es de
bandas de DNA em gel foram analisados utilizando o software Bionumerics (versédo 7.6),
para determinar o parentesco dos isolados e o agrupamento foi realizado pelo método de
clusterizagdo UPGMA usando o coeficiente de Dice. Como marcador de pares de base,
foram utilizados fragmentos de DNA da Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Braenderup H9812 (ATCC® BAAG64™),

Todas as etapas anteriormente mencionadas estéo descritas na figura 7.
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Paciente compareceu para consulta no Ambulatério de
Ulceras Cronicas (FMB/UNESP)

Avaliacdo do
paciente

Exclusao: UV crbnica com sinais clinicos de infeccdo superficial e
- Ulceras de outras etiologias, infectadas, uso concordancia com os procedimentos propostos no estudo

de a terapia antibi6tica sistémica; I

- Historico de hipersensibilidade aos

tratamentos propostos; Orientacdes, esclarecimentos e assinatura do TCLE pelo
- Ndo concordancia a participacdo do estudo; participante (Apéndice 1)

- UV associada a doenca arterial periférica; I

- UV sem sinais de infeCQéO SUperﬁCiaI. TO: -Mensura(}éo da area u|Cerada;

[ -Limpeza do leito da Ulcera com SF 0,9%;

-Coleta de material com swab e desbridamento

Realizado atendimento ambulatorial de rotina

Identificacdo do participante e da lesdo (Apéndice I1)
I
Randomizacdo dos grupos

Grupo 1 Grupo 2
Curativo de hidrofibra com prata Curativo de colagenase

Limpeza do leito da Glcera com SF 0,9% sob pressdo mecénica

Um molde de gase estéril com uma abertura foi colocado no leito ulcerado;
O swab foi acondicionado em tubo com3 —— O swab foi umedecido em solucdo salina estéril (0,9%), sendo friccionado por
ml de solucdo salina estéril (0,9%) e todo o campo exposto
colocado sob refrigeracéo I

I - Realizago do curativo;

Encaminhado e processamento das - Curativo secundario (gaze e atadura);
amostras seguindo protocolo do laboratério - Bandagem el&stica de alta compressdo;
sob supervisdo do microbiologista I I
Grupo 1 Grupo 2
Orientagdes sobre realizagdo do Orientacdes sobre realizacdo de
curativo secundario diario e curativo diario com colagenase e
colocagdo da bandagem elastica colocagdo da bandagem elastica

I I
Retorno agendado no T30 ou anteriormente, caso necessario
I

Limpeza do leito da Glcera com SF 0,9% sob pressdo mecéanica
|

Um molde de filme estéril com uma abertura sera colocado no leito ulcerado;

O swab sera umedecido em solugdo salina estéril (0,9%), sendo friccionado

por todo 0 campo exposto

Figura 7. Fluxograma da coleta de amostra e encaminhamento ao laboratério
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.7 Variaveis

v ldade (anos)
Sexo (Masculino e Feminino);
Tempo de ulcera ativa;
NUmero de ulceras;

Membro acometido;

AN N NN

Localizacdo da Glcera (medial da perna, lateral da perna; pré-tibial; face anterior

e posterior da perna; dorso do pé; medial do pé; lateral do pé);

<

Area da tlcera (cm?);

<

Leito da ulcera (bom tecido de granulagdo, tecido de granulagdo de coloragédo
vermelho opaco e friavel, esfacelo, necrose);

Pele peritlcera (sem alteracdes, dermatite ocre, lipodermatoesclerose, eczema);
Exsudacéo (serosa, purulenta e/ou sanguinolenta);

Quantidade da exsudacdo (pequena, média ou grande);

Dor relacionada a tlcera (conforme a Escala Visual Numérica);

Sinais de infeccdo superficial (segundo NERD);

Identificacdo da microbiota;

AN N N NN N

Analises de biofilme.

3.8 Andlise dos Dados

3.8.1 Tamanho amostral

Inicialmente assumimos a hipotese de que 20% das UV permaneceriam com infecgéo
superficial no grupo com hidrofibra e 60% no grupo com Colagenase e considerando 80%
de poder estatistica e nivel de significancia bicaudal de 95%, foram necessarias 27 UV por

grupo de intervencao.

3.8.2 Critérios de randomizacdo e de ocultacdo da alocacao

O protocolo de aleatorizagdo foi realizado utilizando o Software Rv 3.1.2 e foi por
participante e ndo por ulcera. A lista de randomizacdo permaneceu sob os cuidados de um
individuo alheio a selecdo clinica dos participantes para garantir a ocultacdo da alocacdo. A
Randomizacdo foi realizada no TO e o participante pode ser alocado para o grupo colagenase
ou grupo hidrofibra com prata. Os participantes foram selecionados a partir do Ambulatorio
de Ulceras Cronicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB/UNESP) no periodo da

pesquisa, conforme os critérios para participacdo do estudo.
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3.8.3 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi por intencdo de tratar, bem como a escolha dos testes de
comparagdo entre os grupos, foi executada respeitando-se 0s pressupostos determinados
pelos resultados, caracteristicas e comportamento das variaveis de estudo.

As variaveis binomiais foram comparadas pelos testes do Qui-quadrado (x2) e exato
de Fisher. As variaveis numéricas foram comparadas pelo teste T de Student ou U de Mann-
Whitney. A normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.

O seguimento longitudinal das areas das Ulceras, do escore PUSH, foi comparado
entre os grupos por modelo linear generalizado de efeitos mistos com distribuicdo de
probabilidade adequada a cada variavel.

A magnitude do efeito nos dados nominais foi avaliada pelo Risco Relativo (RR) e
seu intervalo de confianca de 95% (IC 95%)%.

Dados foram analisados no software SPSS 22.0% e considerado significativo valor
de p<0,05.

3.9 Procedimentos éticos

Esse estudo seguiu as recomendacdes da Resolucdo 466/12, onde foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu - Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, CAAE (53401816.2.0000.5411 — Anexo 1), parecer
consubstanciado numero 3.055.504. O TCLE (Apéndice 1) foi compreendido e assinado

pelos pacientes ou responsaveis legais ao concordar em participar do estudo.
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RESUMO

Ulceras venosas sdo colonizadas por bactérias com capacidade de producdo de biofilme,
influenciando negativamente a cicatrizacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo do
curativo hidrofibra com prata (HAg) comparado ao curativo com colagenase (Col) no controle
da colonizacdo critica, da formacao do biofilme por S. aureus e P. aeruginosa e da clonalidade
bacteriana entre o tempo inicial e final das intervencGes. Realizado um ensaio clinico
randomizado, controlado, com pacientes com Ulceras venosas com sinais clinicos de
colonizacdo critica. ApOs desbridamento cirdrgico superficial, os participantes foram
randomizados em dois grupos — intervencgdo (HAQ) e o comparativo (Col). Os desfechos foram
avaliados ap6s 30 dias (T30) e os primarios foram: taxa de Ulceras sem sinais de colonizagdo
critica, diminuicdo da carga bacteriana, bactérias produtoras de biofilme e clonalidade
bacteriana. Foram incluidos 34 pacientes com 56 Ulceras. Dezoito participantes com 28 UV no
grupo HAg e 16 com 28 UV no grupo Col. No T30 o risco relativo (RR) para ndo colonizagéo
critica foi de 0,81 (1C95% 0,48 — 1,37; p=0,439). Nao houve diminui¢do da carga bacteriana
total ao longo do tempo (p=0,054) e nem entre os grupos (p=.0,0113). Houve diminuicdo de
Ulceras com bactérias produtoras de biofilme ao longo do tempo (p= 0,047), mas o RR de foi
de 1,0 (1C95% 0,35 - 2,86; p > 0,999). Apenas uma Ulcera do grupo hidrofibra com prata e trés
do grupo Colagenase tiveram mudanca de clonalidade do S. aureus. Ndo houve mudanca da
clonalidade da P. aeruginosa em nenhuma ulcera de ambos os grupos. Ambas as intervengoes,
melhoraram as caracteristicas clinicas e microbiologicas ao longo do tempo, mas ndo houve
diferenca entre as duas intervencgdes apds 30 dias de seguimento.

Palavras Chaves: Ulcera Venosa. Infeccdo das Feridas. Pacientes Ambulatoriais. Ensaio

clinico.

1. INTRODUCAO
A Ulcera venosa (UV), assim como outras Ulceras cronicas sdo contaminadas por
microrganismos que podem ser provenientes de secrecGes enddgenas, curativos e do proprio
ambiente. E muito importante entender a diferenciacio entre colonizacio, colonizacdo critica
(infeccdo superficial) e infeccdo profunda. A colonizacdo ira ocorrer quando as bactérias estéo
se replicando no leito da Ulcera, mas ndo causam danos ao hospedeiro. Contudo, o ambiente
esta suscetivel as infecgdes bacterianas, que ocorre quando ha aumento da carga microbiana na

superficie da Ulcera (colonizacdo critica ou infeccdo superficial/local), onde os niveis de
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citocinas pré-inflamatérias dificultam a cicatrizagdo, promovendo deterioracdo do tecido de
granulacdo e exsudato em excesso. Infeccdo profunda ocorre quando ha penetragdo das
bactérias nos tecidos peri-Ulcera, com replicacdo de bactérias na Ulcera associada a danos ao
hospedeiro, ultrapassando a capacidade de defesa imunolégica, incluindo sinais de eritema,
edema, aumento da temperatura, dor na regido perilesional e febre!?.

Dependendo do ambiente da Ulcera, pode haver a formacdo de diferentes tipos de
biofilmes. Sua formacéo inicia-se quando uma bactéria na sua forma planctdnica adere a uma
superficie exposta, que pode ser bidtica ou abiotica. Posteriormente, 0os micro-organismos
ligam-se entre si e aderem de maneira irreversivel. Comecam a se proliferar, ativando o quérum
sensing. O biofilme cresce e se diferencia, culminando em uma comunidade de biofilme
maduro, apresentando caracteristicas estruturais. Ha formacdo de uma matriz composta por
agua e substancias poliméricas como polissacarideos, proteinas e DNA extracelular. O biofilme
maduro entra em processo de dispersio, ha o destacamento de células ou de microcoldnias®*.
A disperséo pode resultar na colonizagéo de novos nichos e consequentemente, em novos sitios
de infecgdo com biofilme®,

A resisténcia de bactérias produtoras de biofilme é um problema crucial no manejo e
tratamento de feridas cronicas. Em um biofilme maduro, as bactérias crescem lentamente
devido a deficiéncia de nutrientes, resultando na resisténcia das bactérias aos antibioticos
topicos e sisttmicos. Também ha penetracdo reduzida ou incompleta destes agentes nesta
estrutura bacteriana®, além da reformulaco rapida do biofilme na Ulcera’. Desbridamento
cirurgico superficial e curativos a base de prata sdo linhas de tratamento descritas para combate
de biofilme®, porém nenhum método apresenta ser completamente eficaz para os biofilmes®® e
faltam evidéncias cientificas para afirmar a melhor forma de sua remocéo do leito de ulceras
cronicas.

Produtos que promovem desbridamento enzimatico como a colagenase ndo séao
descritos com acdo anti-biofilme. A colagenase € caracterizada como uma enzima derivada da
bactéria Clostridium histolyticum e tem acdo efetiva e seletiva por agir no coldgeno presente no
tecido necrético sem prejudicar o tecido de granulacdo. Portanto, ela € indicada como
manutencdo apos desbridamento cirdrgico®. Devido ao uso significativo de colagenase na
pratica clinica, sua utilizacdo como controle nos estudos comparativos permite a comparacao
da intervencao teste com um tratamento usual, que se realiza na rotina dos servicos de atencédo

a saude.
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O entendimento do microambiente da UV e a busca de intervencdes que combatam o
biofilme sdo relevantes para utilizacdo das melhores estratégias terapéuticas para sua
abordagem, procurando promover a cicatrizacao.

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo do curativo hidrofibra com prata comparado
ao curativo com colagenase, ambos ap6s desbridamento cirdrgico superficial, no controle da
colonizacdo critica, na interferéncia da formacdo do biofilme por Staphyloccoccus aureus e
Pseudomonas aeruginosa e na clonalidade das cepas isoladas nos tempos iniciais e finais, em

pacientes com UV que utilizaram estas interven¢des por 30 dias.

2. MATERIAIS E METODOS

Ensaio clinico randomizado-controlado, aberto, avaliador dos desfechos cego, com dois
bragos paralelos. Teve o registro brasileiro de ensaios clinicos (ReBEC - RBR-4kkg2h) e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho (HCFMB-Unesp)”, CAAE
(53401816.2.0000.5411), parecer consubstanciado numero 3.055.504.

Foi realizado com os pacientes adultos atendidos no Ambulatdrio de Ulceras Cronicas
do HCFMB-Unesp, Sao Paulo, Brasil, entre outubro de 2020 a novembro de 2021.

Participantes do estudo

Os individuos que atenderam a todos os seguintes critérios de inclusdo e nenhum dos
critérios de exclusdo foram elegiveis para inclusdo. Os critérios de inclusdo foram: idade maior
ou igual de 18 anos; UV cronica (Ulcera ativa ha mais de seis semanas) com sinais clinicos de
infeccdo superficial (colonizagéo critica) segundo os critérios da regra mnemonica NERDS!!
se houvesse pelo menos dois dos seguintes achados: i) Ulceras que ndo estavam cicatrizando
(N= Nonhealing wounds), ii) Aumento da exsudacdo (E= Exudative wounds); iii) Tecido de
granulacédo de superficie de ulcera vermelho e sangrento (R= Red and bleeding wound surface
granulation tissue); iv) Detritos caracterizado por tecido necrético amarelo ou preto na
superficie da ferida (D= Debris -yellow or black necrotic tissue on the wound surface); v)
Cheiro ou odor desagradavel da udlcera (S= Smell or unpleasant odor from the wound);
Concordancia com os procedimentos propostos no estudo; Assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (paciente ou responsavel). Critérios de exclusdo: Ulceras de outras
etiologias (doenca arterial periférica, causas hematoldgicas, neoplasicas, infecciosas, etc);
Ulceras com infeccdo dos tecidos profundos, ou seja, quando associada a erisipela, celulite ou

linfangite devido a necessidade de terapia antibidtica sistémica; histdria de hipersensibilidade
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aos tratamentos propostos; UV associada a doenca arterial periférica que foi caracterizada
quando o indice sistolico tornozelo-brago (ITB) era menor do que 0,8 e/ou auséncia de pulsos
distais, principalmente tibioso.

Randomizacéo e intervengoes

O protocolo de aleatorizagdo foi realizado utilizando o Software Rv 3.1.2 e foi por
participante e ndao por Ulcera. A lista de randomizacdo permaneceu sob os cuidados de um
individuo alheio a selecdo clinica dos participantes para garantir a ocultacdo da alocagdo. A
Randomizacdo foi realizada no TO e o participante poderia ser alocado para o grupo Col ou
grupo HAg.

Apos a inclusdo no estudo, foi realizada a medida da area de todas as Ulceras dos
participantes incluidos no estudo no tempo basal (T0). Posteriormente foi realizada a limpeza
da ulcera com soro fisiologico (SF) 0,9%. Logo apds houve a coleta de material por meio de
swab para andlises microbiologicas. Na sequéncia, era realizado o desbridamento cirdrgico
superficial do leito da(s) ulcera(s). Este procedimento foi realizado com anestesia topica local
(creme contendo lidocaina 4%) mantido sob oclus@o por 30 min. Apds esse tempo foi o0
desbridamento era feito com cureta em todo o leito ulcerado.

Ap0s desbridamento superficial, os participantes foram randomizados em 2 grupos. O
grupo 1 ou grupo Hidrofibra com prata (HAg) foi composto por participantes tratados com o
curativo de hidrofibra com prata (AQUACEL® Ag+ Extra™), na forma de placa com troca
quando atingisse a sua saturacdo (aproximadamente quatro dias). No grupo 2, os participantes
foram tratados com curativo de Colagenase (Col) ndo associada a antibidticos (Kollagenase®).
A apresentacdo da colagenase foi em pomada e a quantidade de aplicacdo dependia do tamanho
da ulcera, mas devia ser em quantidade suficiente para cobrir todo leito ulcerado com uma
camada minima de 2mm e ap0s cobertura secundaria com gaze, com troca uma vez ao dia.

Em ambos os grupos foi associada a terapia com faixa elastica compressiva
(Surepress®), com aplicacdo uma vez ao dia (pela manha e retirada ao final do dia). Este é um
sistema de compressdo composto por Unica camada, com compressdo em torno de 25 a 35
mmHg no tornozelo. Todos os participantes ou cuidadores receberam as orientacdes para
cuidados com as Ulceras em domicilio durante o periodo do estudo.

Desfechos

Foram avaliados os seguintes desfechos no T30
- Primérios: (i) taxa de Ulceras sem sinais de infeccdo superficial (ou colonizacdo critica)

segundo os critérios clinicos da regra mnemonica NERDS!?; (ii) Analises microbioldgicas -
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taxa de Ulceras com diminui¢do da carga bacteriana; taxa de Ulceras com bactérias produtoras
de biofilme; taxa de Ulceras com mudanca da identidade bacteriana (clonalidade).

- Secundarios: (i) melhora clinica das UV avaliado pela escala de PUSH(ii) diminuicio da
area da Ulcera pelo método planimétrico; (iii) taxa de cicatrizacdo avaliado clinicamente pela
observacao da epitelizagdo total sem presencga de crostas no local da UV; (iv) Eventos adversos
locais relacionados as intervencoes.

Todos os desfechos foram avaliados por examinador cego, ou seja, sem conhecimento
do grupo que o participante foi randomizado.

Procedimentos do estudo

As éreas das UV foram analisadas antes do inicio do tratamento (T0) e no 30° dia (T30)
por meio do método planimétrico. As Ulceras foram fotografadas com uma réqua adjacente a
borda da ulcera para criar um referencial externo. Por meio do software Image J 1.37v foi
estabelecido a relacdo do comprimento (pixels/mm) individualizada para cada foto e realizado
o tracado manual do perimetro das tlceras calculando a area em pixel e transformada em cm?,
Para cada ulcera este procedimento foi realizado trés vezes, considerando como resultado a
média das areas.

A avaliacdo das caracteristicas dos leitos das UV foi realizada por meio das imagens
fotogréaficas no inicio do tratamento (TO) e no 30° dia (T30) das intervencdes. A presenca de
sinais clinicos de infeccdo superficial (ou colonizacdo critica) foi avaliada, no inicio do
tratamento (T0) e no final (T30), segundo os critérios baseados na regra mnemaonica NERDS™,

Para a avaliacdo da evolucéo do processo cicatricial da Glcera, foi empregada a escala
de PUSH (Pressure Ulcer Scale for Healing)*®® no inicio (T0) e no 30° dia (T30) das
intervencdes. Esta escala considera trés parametros para avaliacdo do processo de cicatrizacao
da ferida. O primeiro parametro caracteriza a area da Glcera em cm? (escores variam de 0 a 10).
No segundo parametro avalia-se a quantidade de exsudato, classificada como ausente, pequena,
moderada e grande (escores de 0 a 3). Por fim, no terceiro parametro é avaliado a aparéncia do
leito da ulcera, classificada como tecido necrdtico, esfacelo, tecido de granulagdo, tecido
epitelial e ferida fechada ou recoberta (escores 0 a 4). Portanto o escore total pode variar 0 a 17,
escores maiores indicam piores condi¢des da Ulcera.

Analises Microbioldgicas

Todas as andlises microbioldgicas foram realizadas no laboratério de microbiologia do
Instituto de Biociéncias da Unesp — campus Botucatu. Neste estudo foram escolhidas para

serem analisadas as bactérias mais prevalentes e produtoras de biofilme em UV citadas na



MANUSCRITO

literatura, S. aureus e P. aeruginosa. O S. epidermidis também foi avaliado por ser uma bactéria
com capacidade de produzir biofilme!4. As outras bactérias que apareceram nas culturas foram
apenas descritas se presentes e sua carga, mas ndo foram avaliadas quanto a producdo de
biofilmes e identidade bacteriana entre TO e T30. Para coleta das amostras, as Ulceras foram
irrigadas com solucéo salina a 0,9% sob pressdo mecénica. Um molde de gaze estéril com uma
abertura central predeterminada de 1 cm? foi colocado no leito ulcerado que havia aparéncia de
mais tecidos inviaveis. O swab foi umedecido em solucdo salina estéril (0,9%), sendo
friccionado por todo o0 campo exposto. Apos, o swab foi acondicionado em tubo com 3 mL de
solucdo salina estéril (0,9%), que foi colocado sob refrigeracdo e imediatamente encaminhado
para as analises microbioldgicas.
- Identificacdo de S. aureus e S. epidermidis e P aeruginosa

Cada swab foi submetido a 3 minutos de vortex, para a liberacao das bactérias nos 3 ml
de salina e um volume de 100 pl foi semeado na superficie de uma placa de agar sangue (5%
sangue desfibrinado de carneiro) e agar manitol (S aureus e S epidermidis) e agar Cetrimide (P
aeruginosa) espraiados com o auxilio de uma alga em L (técnica de spread). As placas foram
incubadas a 35°C, por até 48 horas e ap0s esse periodo, coldnias caracteristicas de cada espécie
foram contadas, estocadas em agar tripticase soja (TSA) e submetidas a testes de triagem como
coloracdo de Gram, catalase e coagulase em tubo®® (S aureus e S epidermidis) e oxidase e
crescimento a 42°C (P aeruginosa). A seguir, a identificacdo definitiva foi realizada com o
auxilio do kit API Staph e o kit AP1 20 NE (BioMeriéux) para Staphyloccoccus e Pseudomonas
respectivamente. Para o calculo do nimero de UFC/cm?, o nimero de col6nias confirmadas foi
multiplicado por 10 (in6culo de 100 pl) e depois por 3 (total de 3 ml no tubo do swab)*®.

Tambeém foi realizado a identificacdo do S aureus por amplificacdo por PCR para
confirmar a presenca do estafilococo espécie-especifico gene nuclease (nuc; CRL-AR, 2009)*’
e para a identificacdo de P. aeruginosa a confirmacéo foi realizada pela presenga do gene oprl*°.
- Producéo de biofilme em microplaca de poliestireno

Cada cultura de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa, crescida em BHI a 35°C/24h,
foi diluida a, aproximadamente, 1,5x108 UFC (0,5 escala de MacFarland), com o auxilio do
Densicheck (Biomeriéux), utilizando-se BHI suplementando com 0,5% de glicose. Uma
aliquota de 200 uL foi semeada em quadruplicata, em microplaca de 96 pogos. Apds incubagao
de 48 horas, a placa foi lavada trés vezes, com PBS (pH 7,4), seca a temperatura ambiente e
corada com violeta cristal 1%, por 15 minutos. Apds trés lavagens com agua destilada, para a

remocao do corante, o biofilme foi ressuspendido em 200 uL de &cido acético glacial 33% (v/v)
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por 10 minutos e a densidade Optica (DO) foi mensurada em leitor de ELISA,(Babsystems,
MultiSkan EX), em 570 nm. BHI n&o inoculado foi utilizado como controle negativo das
reacdes. O controle positivo de P.aeruginosa foi a ATCC 9027 e dos estafilococos foi S.
epidermidis ATCC 35983. A partir da média das quatro repeti¢des (D.O.) e de acordo com a
relacdo entre a D.O. (amostra em teste) e D.O.c (controle negativo), as amostras foram
classificadas em néo produtoras, fracas, moderadas ou fortes produtoras de biofilme, segundo
Stepanovic et al'®.

- Identificacéo da tipagem bacteriana por Eletroforese em gel de campo pulsado (Pulsed Field
Gel de Eletroforese — PFGE)

A tipagem molecular pela técnica PFGE foi realizada para as bactérias S. aureus, e P.
aeruginosa que foram da mesma espécie em uma determinada Glcera no TO e T30. Para as cepas
de S. aureus, foi usada a metodologia utilizada do Pulsenet!®, usando a enzima de restrigdo
Smal Fast (Thermo Scientific) (2 uL/6 min/ 37°C) .. O DNA digerido foi separado por
eletroforese usando o Chef Mapper (Biorad, Hercules, California) com os parametros de: pulso
inicial de 5 segundos, pulso final de 40 segundos, voltagem de 6V/cm e angulo de 120°, no
total de 21 horas. Ao término da corrida, o gel foi corado com brometo de etideo e analisado e
fotografado em analisador de imagens (Alphaimager — Alpha Esasy FC Software —
Alphalnotech Corporation). Como marcador de pares de base, foram utilizados fragmentos de
DNA da S. aureus NTCT 8.325%.

Para as cepas de P.aeruginosa, foi usada a metodologia para Gram negativos de Selima
et al?!. Cada isolado de foi semeado em placa de agar tripticase de soja (TSA, Oxoid), incubada
a 35 °C/24 h. Em seguida, foram preparadas as suspensdes bacterianas em tampao de suspensao
celular (Tris 100 mM, EDTA 100 mM, pH 8,0) de modo a obter densidade dptica de 0,8 a 1,0
em espectrofotdmetro a 610 nm. Apds esse procedimento, 200 pL da suspensdo celular foram
transferidos para um tubo de microcentrifuga, adicionado de 10 pL de proteinase K (20
mg/mL), 5 uL de lisozima (40 mg/mL) e 200 pL de agarose ultrapura a 1,2 % (Bio-Rad) em
solucdo de Tris-EDTA (TE, Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). A mistura foi colocada em
moldes para confeccdo dos plugs. Apds solidificacdo, os plugs foram transferidos em solucéo
de lise (Tris 50 mM, EDTA 50 mM, pH 8,0 + 1 % de sarcosil + 0,1 mg/mL Proteinase K) onde
foram mantidos nessa solugédo a 54 °C/2 h em agitacao constante a 120 rpm. Apds esse periodo,
os plugs de agarose foram lavados duas vezes com agua ultrapura a 50 °C/15 min e mais quatro

vezes com tampdo TE a 50 °C/15 min, sendo estocados em tampéo TE a 4 °C.
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Para a digestdo do DNA, uma fatia de aproximadamente 2 mm de largura foi incubada
a 37 °C/overnight com 30 U de Spel juntamente com o tampdo apropriado. Em seguida, os
fragmentos dos plugs foram colocados em gel de agarose ultrapura a 1 % em tampédo TBE
(0,5x) e inseridos na cuba do equipamento Chef Mapper (Bio-Rad) nas condi¢es: pulso inicial:
2 s, pulso final: 40 s, voltagem: 6 V/cm, angulo: 120°, tempo: 20 h. Ao término da corrida, 0s
géis foram corados em 300 mL de &gua destilada com 30 pL de brometo de etidio 1 % (Sigma)
por 30 min, seguido por uma lavagem de 30 min com &gua destilada, e fotografado em
analisador de imagens Alphalmager 2200. Os padrdes de bandas de DNA em gel foram
analisados utilizando o software Bionumerics (verséo 7.6), para determinar o parentesco dos
isolados e o agrupamento foi realizado pelo método de clusterizacgdo UPGMA usando o
coeficiente de Dice. Como marcador de pares de base, foram utilizados fragmentos de DNA da
Salmonella enterica serovar Braenderup H9812 (ATCC® BAAG64™),

Tamanho Amostral e Analises estatisticas

Para o tamanho amostral assumimos a hipdtese de que 20% das UV permaneceriam com
infeccéo superficial no grupo HAg e 60% no grupo Col e considerando 80% de poder estatistica
e nivel de significancia bicaudal de 95%, foram necessarias 27 UV por grupo de intervencéo.

A analise estatistica foi por intencdo de tratar, foi executada respeitando-se 0s
pressupostos determinados pelos resultados, caracteristicas e comportamento das variaveis. As
variaveis binomiais foram comparadas pelos testes do Qui-quadrado (c2) e exato de Fisher. As
variaveis numéricas foram comparadas pelo teste T de Student ou U de Mann-Whitney. A
normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. O seguimento longitudinal das areas das
Ulceras, do escore PUSH, foi comparado entre os grupos por modelo linear generalizado de
efeitos mistos com distribuicdo de probabilidade adequada a cada variavel. A magnitude do
efeito nos dados nominais foi avaliada pelo Risco Relativo (RR) e seu intervalo de confianca
de 95% (IC 95%)?%. Dados foram analisados no software SPSS 22.0® e considerado

significativo valor de p<0,05.

3. RESULTADOS
Durante o periodo de estudo, foram avaliados 74 participantes para analisar se atendiam
aos critérios de elegibilidade (Figura 1). Destes, foram excluidos 40 devido aos seguintes
motivos: 12 Ulceras mistas (UV e arterial), cinco por estarem com UV nao colonizadas; trés por
UV em uso de antibioticos, trés por UV cicatrizadas, dois por UV circunferencial e 15 por

Ulceras ndo venosas de diferentes etiologias (vasculites, necrobiose lipoidica, microoclusao
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vascular, traumatica, doenca falciforme, artrite reumatoide, pioderma gangrenoso e Ulcera
arterial). Portanto, 34 participantes com 56 UV foram elegiveis e randomizados para o estudo.
Dezoito participantes com 28 UV foram randomizados para o grupo HAg e 16 participantes
com 28 UV para o grupo Col. Apds 30 dias de seguimento, um participante do grupo HAg com

uma Ulcera e um participante do grupo Col, descontinuaram as intervences.

[ Recrutamento ] Avaliados para elegibilidade (n= 74)

Excluidos (n= 40)

+ N&o atendeu aos critérios de
inclusao (n=27)

+ Recusou participar (n= 0)

Randomizados (n= 34 participantes/56 Ulceras)

}

v ( Alocacio } ;
&
Alocada para Hidrofibra com prata (n=18 Alocada para Colagenase (n=16
participantes/28 ulceras) participantes/28 ulceras)
+ Recebeu a intervencéo alocada (n= 18 + Recebeu a intervencéo alocada (n= 16
participantes/ 28 llceras)* participantes/ 28 Ulceras)™

l | Seouimento | l

Perda de seguimento (n= Q) Perda de seguimento (n= 0)
Descontinuou a intervencéao (n= 1 participante/ 1 Descontinuou a intervencéo (n= 1/ 2 udlceras).
Ulcera): utilizou a intervencdo randomizada por utiizou a intervencéo randomizada nos
apenas 27 dias e apos colagenase por trés dias primeiros 11 dias e apds hidrofibra com prata
por 19 dias
L [ Analises ] l
Analisados (n= 18 participantes/ 28 tlceras) ‘ ‘ Analisados (n= 16 participantes/ 28 llceras)

Figura 1: Fluxograma do estudo segundo CONSORT. Realizada anélisepor intencéo de
tratar (ITT).

Na tabela 1 sdo apresentados os dados demograficos e clinicos dos participantes no
tempo basal (T0), distribuidos por grupo de estudo. Observa-se que 0s grupos de estudo séo

homogéneos, ndo havendo diferenca estatistica entre as variaveis.
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Tabela 1: Distribuicdo dos 34 participantes (56 Ulceras) por grupo de estudo de acordo

com dados demograficos e clinicos no tempo basal (TO0).

iavei Grupo
Variaveis Y Total
relacionadas aos n=34 (%) Valor p
pacientes Col HAg e
n=16 (%) n=18 (%)

Idade média (em
anos) média (+DP) 70,7 (£ 9,2) 68,6 (+ 8,9) 69,6 (= 9,0) 0,94
Sexo Feminino 11 (68,8) 13 (72,2) 24 (70,6) 0,83
Sexo Masculino 5(31,3) 5 (27,8) 10 (29,4) 0,83
HAS 11 (68,8) 14 (77,8) 25 (73,5) 0,58
DM 5(31,3) 6 (33,3) 11 (32,3) 0,90
Historico
procedimento 6 (37,5) 4 (22,2) 10 (24,4) 0,36
cirargico vascular

Mobilidade
Reduzida do 9 (56,2) 10 (55,5) 19 (55,8) 0,97
tornozelo
Historia de TVP 5(31,3) 3(16,7) 8 (23,5) 0,35
ITB- Mediana 1,07 (0,80-150) 1,05(093-121) 1,06 (0,80 ~1,50) 0,25
(max - min)

Variaveis

relacionadas as ho - e - Total Valor p
; . n= 28 Ulceras n=28 Ulceras Ry

Ulceras - Mediana n=56 Ulceras

(min — max)

Tempo de Ulcera 42,0 (2,0 -

(Meses) 24,0 (1,0 — 168,0) 600,0) 30 (1,0 - 600,0) 0,25
Area das Ulcera 14,3 (1,0 - 11,2 (1,0 -

(cm?) 10,3 (1,0 - 96,9) 123.3) 123.3) 0,74

Desfechos Primarios

Taxa de Ulceras sem sinais clinicos de colonizacéo critica no T30

Houve diminuicdo de Glceras com critérios de colonizagdo critica nos dois grupos ao
longo do tempo. Em 29/56 Glceras (51,8%; 1C95% 39,0% - 64,3% ) chegaram ao T30 desse
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estudo sem sinais de colonizacgdo critica, segundo critérios NERDS, 13/28 do grupo HAg
(46,4%; 1C95% 28,6% — 65,4%) e 16/28 do grupo Col (67,1%; 1C95% 40,0% — 73,4%), ndo
havendo diferenca estatistica entre os grupos (p=0,422). O RR para ndo colonizacdo critica ao
final de 30 dias no grupo HAg em relacdo ao grupo Col foi de 0,81 (IC95% 0,39 — 1,68).
(Material suplementar — Figura 1).
Taxa de ulceras com diminuigdo da carga bacteriana

Um exemplo do PCR para identificagdo do S. aureus e P. aeruginosa podem ser vistos
nas figuras 6 e 7 do material suplementar.

Foi possivel identificar que ndo houve diminuicdo da carga bacteriana total ao longo do
tempo (p= 0,054) e nem entre os grupos (p= 0,113) (Material suplementar — Figura 2).

No TO 37/56 ulceras tiveram crescimento de S. aureus (66,1%, 1C95% 53% - 77,1%);
no grupo HAg ocorreu em 16/28 (57,1%; 1C95% 39,1% — 73,5%) e no grupo Col em 21/28
Ulceras (75%; 1C95% 56,6% - 87,3%). No T30, 46/56 (82,1%; 1C95% 70,1% - 90%) tiveram
crescimento de S aureus, no grupo HAg ocorreu em 20/28 ulceras (71,4%; 1C95% 52,4% -
84,75%) e no grupo Col em 26/28 ulceras (92,8%, 1C95% 77,5% - 98,0%). Nao houve diferenca
com significancia estatistica ao longo do tempo (p= 0,345) e de acordo com 0s grupos de
intervencdo (p= 0,336) (Material suplementar - Figura 3).

Quanto a P. aeruginosa, no TO houve crescimento em 16/56 Ulceras (28,5%; 1C95%
18,4% - 41,5%), no grupo HAg ocorreu em 11/28 (39,3%; 1C95% 23,6% - 57,6%) e no grupo
Col ocorreu em 5/28 (17,8%; 1C95% 7,9% - 35,6%). No T30, 13/56 Ulceras tiveram
crescimento de P aeruginosa (23,2%; 1C95% 14,1% - 35,8%), no grupo HAg ocorreu em 7/28
Ulceras (25%; 1C95% 12,7% - 43,3%) e no grupo Col em 6/28 Glceras (21,4%, 1C95% 10,2%
- 39,5%). (Material Suplementar — Figura 3). O S epidermidis ocorreu em apenas trés ulceras
no TO (Material suplementar — Figura 4).

Para as outras espécies de bactérias ndo foi possivel realizar avaliacdo estatistica por

ndo convergéncia do modelo estatistico (Material Suplementar — Figura 4 e 5).

Taxa de Ulceras com bactérias produtoras de biofilme

Houve diminuicdo de Ulceras com bactérias produtoras de biofilme em relacdo TO ao
T30 (p= 0,047), mas sem diferenca estatisticamente significante entre os grupos no T30 (p=
0,558).

No T30, no grupo HAg 13/28 (46,4%; 1C95% 28% — 63%) ndo apresentaram bactérias
produtoras de biofime e no grupo Col também foram 13/28 (46,4%; 1C95% 28% — 63%).
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Portanto o RR de Ulceras com bactérias ndo produtoras de biofilme foi de 1,0 (1C95% 0,46 —

2,16; p= 1,000). Os resultados de producdo de biofilme por cepas de bactérias estdo

apresentados na figura 2.
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Figura 2: Classificacdo das cepas bacterianas produtoras de biofilme. (A) Classificacédo de

todas as cepas bacterianas avaliadas de forma conjunta (S. aureus, P. aeruginosa e S.
epidermidis). (B) Capacidade da bactéria S. aureus produzir biofilme. (C) Capacidade da
bactéria P. aeruginosa produzir biofilme. (D) Capacidade da bactéria S. epidermidi

produzir biofilme.

Taxa de Ulceras com mudanca da identidade bacteriana

A tipagem molecular pela técnica PFGE foi realizada para as bactérias (S. aureus e P.

aeruginosa) que foram da mesma espécie em uma determinada Ulcera no TO e T30. Né&o foi

realizada a tipagem para S. epidermidis, uma vez que nao houve crescimento desta bactéria no

TO e T30 de uma mesma Ulcera.
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Figura 3: Dendrograma de similaridade genética das Ulceras com S. aureus.

Na figura 3 estdo demostrados os resultados do dendrograma de similaridade genética
de S. aureus das Ulceras que houve crescimento desta bactéria no TO e T30. Foi possivel
identificar a existéncia de 17 clones totais de bactérias, em 22 participantes em diferentes
momentos e grupos deste estudo. Nesse sentido, foi destacado que ha grande similaridade,
acima de 80%, na maioria das lesGes, onde apresentaram o mesmo clone no TO e no T30.

No grupo HAg, 16 de 28 ulceras (57,1%; IC 39,7% - 73,5%) tiveram cultura positiva
para S. aureus no TO e 14/16 (87,5%; 1C95% 64,0% - 96,5%) mantiveram cultura positiva para
esta bactéria T30, sendo que em 13/14 Ulceras (92,8%; 1C95% 68,5% - 98,7%) os clones
identificados no TO foram os mesmos identificados no T30, portanto houve mudanca da
identidade bacteriana apenas em uma Ulcera. Ja no grupo Col, 21 de 28 ulceras (75,0%, 1C95%
56,6% - 87,3%) tiveram cultura positiva para S. aureus no TO e 20/21 ulceras (95,2%; 1C 95%
77,3% - 99,1%) mantiveram cultura positiva para esta bactéria no T30 e a identidade bacteriana
foi a mesma no TO e T30 em 17/20 (85%, 1C95% 64,0% - 94,8%), portanto mudanga da
identidade bacteriana em trés Glceras. O RR para ter S. aureus com mudanca de identidade € de
0,58 (1C95% 0,10 — 3,31; p= 0,553), portanto sem diferenca com significancia estatistica entre
0S grupos.

Pode-se observar na figura 3 que o participante 30 (lesdo 1, 2 e 3) do grupo Col no TO
foi detectado a presenca do clone 8, entretanto, na lesdo 4 do mesmo participante foi detectado
o clone 10. Vale ressaltar que no T30 houve a presenca do clone 10 em todas as les6es. O clone
2 foi encontrado em Ulceras de diferentes participantes deste estudo tanto no TO quanto do T30
(participantes 2, 9 e 19). O mesmo ocorreu com o clone 8, onde foi detectado no participante
3 do grupo Col (TO e T30) e no participante 30 do grupo Col no TO. Na lesdo do participante
32 ndo houve a identificacdo de nenhum clone, tanto no TO, quanto no T30. (Material
suplementar — Tabela 1).

A analise do PFGE nas cepas de P. aeruginosa sdo observados no dendrograma da
figura 4. Este dendrograma foi criado usando-se uma particdo final de 8 agrupamentos, que
ocorre em um nivel de similaridade de acima de 80%. Em todas as les6es do dendrograma foi
identificado elevada similaridade dos clones no TO e no T30. Foi possivel identificar 8 clones
presentes em 7 participantes com 11 Ulceras no total, sendo 9/28 tlceras do grupo HAg (32,1%)

e 2/28 (7,14%) Ulceras do grupo Col. Ndo houve mudanca da identidade da P. aeruginosa em
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nenhuma Ulcera de ambos os grupos. No participante 29 foi detectado que a leséo 1 apresentou

diferente clone no TO, comparado as lesdes 3 e 4. (Material suplementar — Tabela 2).
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Figura 4: Dendrograma de similaridade genética das ulceras com P. aeruginosa.

Desfechos Secundarios

Melhora clinica das UV

Houve a aplicacdo da escala PUSH nos dois grupos. Este escore possui uma variacao de

0 a 17, dessa forma quanto maior o escore, piores sdo as condi¢des cicatriciais das Ulceras. No
grupo HAg, o valor médio no TO foi de 13,5 (£ 2,5) e no T30 de 12,7 (+ 3,3). No grupo Col, o

valor médio no TO foi de 13,5 (+ 2,5) e no T30 de 12,4 (+ 2,9). Houve melhora no escore de

acordo com o tempo para os dois grupos (p= 0,001), mas sem diferenca com significancia

estatistica entre os grupos (p= 0.0668). A média de reducédo do escore do PUSH no grupo HAg
foi de - 6,8 (IC 95% —1,3 a-13,0) e no grupo Col foi de -7,6 (1C95% -1,10 a -14,1), apresentado

na figura 5, confirmando que ndo houve diferenca entre os grupos.
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Figura 5: Escore pela escala de PUSH das ulceras no TO e T30 de acordo com 0s grupos

de intervengéo.

Diminuicdo da area da Ulcera e cicatrizagao total

A figura 6 demonstra a média de reducdo das areas no grupo HAg foi de - 0,78 (IC 95%
--0,20 a -1,36) e no grupo Col foi de 1,1 (IC 95% -0,20 a -2,00). Houve diminuicdo das areas
nos dois grupos em funcéo do tempo (p=0,001), mas sem diferenca com significancia estatistica
entre 0s grupos (p=0,786). Nao houve Ulceras com completa cicatrizacdo nos dois grupos

analisados.
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Figura 6: Areas das Ulceras no TO e T30 de acordo com os grupos de intervencao.

Eventos adversos
N&o houve eventos adversos considerados relacionados as duas intervengfes. Um
paciente com 4 lesGes do grupo Col apresentou miiase secundaria, mas este evento nao foi

relacionado a intervencao.

4. DISCUSSAO

Avaliar intervencdes que atuem na carga bacteriana e biofilmes das UV ¢é de
fundamental importancia, considerando a alta prevaléncia de 60% a 78% de biofilmes nas
feridas cronicas®?*?°. Nosso estudo foi delineado especificamente para avaliar, em curto
periodo de tempo, a capacidade da hidrofibra com prata em atuar em desfechos clinicos como
infeccdo local e microbioldgicos como diminuicdo da carga bacteriana e inibicdo de bactérias
produtoras de biofilme. Além disto, avaliamos se o curativo seria capaz de eliminar as bactérias
que estavam inicialmente colonizando as feridas, por meio de avaliacdo da clonalidade
bacteriana, comparando o tempo basal com o tempo final de seguimento. Ambas as
intervencgdes, promoveram diminuicdo de Ulceras com critérios de colonizacdo critica ao longo
do tempo, mas sem diferenca com significancia estatistica entre os grupos. Outro resultado
importante é que ndo houve diminuicdo da carga bacteriana total ao longo do tempo, sem
diferenca entre os grupos. Também houve diminuic¢do de Ulceras com bactérias produtoras de

biofilme em relagcdo TO ao T30, entretanto sem diferenca estatisticamente significante entre 0s
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grupos. Outro resultado que vale ressaltar € que a maioria das Ulceras ndo tiveram mudanga da
identidade bacteriana entre TO e 30, sem diferenga entre 0s grupos.

A hipotese inicial era que o curativo hidrofibra com prata seria superior ao curativo com
colagenase, uma vez que ha vérias evidéncias da sua acdo no combate a colonizacéo critica e
biofilmes devido suas propriedades antimicrobianas?®2728, Curativos contendo prata sdo
reconhecidos por reduzir a carga bacteriana e atuar como uma barreira antimicrobiana para
evitar maior contaminacdo da ferida por micro-organismos externos. Esses curativos tém um
baixo risco de resisténcia bacteriana quando contém a dose adequada de prata®®. A prata tem
atividade descrita contra bactérias gram-negativas, gram-positivas, fungos e virus?®. Contudo,
recentemente ha também relatos de resisténcia bacteriana a prata®.

Os ensaios clinicos com os curativos impregnados com prata em geral avaliam
desfechos de cicatrizagdo. Os desfechos relacionados ao controle local da infeccéo e desfechos
microbiologicos ndo séo avaliados, dificultado a comparagdo com nossos achados.

Uma revisdo sistematica com metanalise da Cochrane de 2010 concluiu que n&o havia
evidéncia para confirmar se os produtos contendo prata podem promover a cicatrizacdo de
feridas®’. Entretanto outras revisdes sistematicas mais recentes encontraram resultados
diferentes. A revisdo sistematica da Cochrane de 2018 sobre curativos e agentes topicos para
tratamento de Ulceras venosas, encontrou evidéncia de que os curativos com prata podem
aumentar a probabilidade de cicatrizacdo de UV, em comparagdo com curativos ndo aderentes
(RR 2,43, IC 95% 1,58 a 3,74) com evidéncia de certeza moderada®?. A revisdo sistematica
realizada em 2020 com curativos a base de prata especificamente para UV incluiu oito ensaios
clinicos randomizados, totalizando 1.057 pacientes, 526 participantes com curativos com prata
e 531 controles. Os desfechos avaliados foram os clinicos tais como diminuicdo da area da
ferida e cicatrizacdo. Houve evidéncias de que curativos contendo prata podem acelerar a taxa
de cicatrizacdo de UV e melhorar sua cicatrizagdo em um curto periodo de tempo. No entanto,
em comparacdo com outros curativos, sdo necessarios ensaios clinicos com dados de
acompanhamento de longo prazo para confirmar se os curativos de prata tém vantagens em
relacdo a cicatrizacdo completa da ferida33.

Vale ressaltar que no nosso estudo, ambos os grupos foram submetidos a desbridamento
por meio de curetagem cirargica superficial antes da randomizacdo, o que pode explicar 0s
resultados semelhantes entre os dois grupos. O desbridamento representa uma estratégia de
tratamento contra biofilmes, mas € incapaz de remové-lo completamente, além do que ocorre

sua reformacdo algumas horas ap6s o procedimento. Portanto, ndo € recomendado para uso
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isolado, mas é uma estratégia que favorece a maior eficacia das terapias topicas antibiofilme
que s&o realizadas pds desbridamento por abrir uma janela de oportunidades®:.

O biofilme e a carga bacteriana das Ulceras promovem atraso na cicatrizagdo e podem
ocasionar desenvolvimento de infeccdes®>®. Portanto, o conhecimento dos microrganismos
mais frequentes em Ulceras cronicas fornecem um caminho para criar estratégias de tratamento
de feridas. A correlacéo clinico-laboratorial em relagéo a flora bacteriana de Ulceras cronicas é
um desafio. A amostra microbioldgica pode ser analisada de forma qualitativa ou quantitativa.
Nesse estudo foi realizado o swab em uma &rea pré-determinada que possibilitou a anélise
quantitativa e das espécies bacterianas. A técnica com swab € menos invasiva e pode ser
realizada para uma analise qualitativa, semiquantitativa ou quantitativa. Muito utilizada em
pacientes ambulatoriais, estudos mencionam a execucdo da técnica de swab de Levine, a qual
consiste em uma técnica de maior recuperacéo quantitativa de microrganismos®’.

As bactérias mais frequentemente encontradas em ulceras cronicas sdao S. aureus
seguido por P. aeruginosa, enquanto a prevaléncia dos outros tipos varia nos diferentes
estudos®’. A ulcera tem o potencial de evoluir para infeccio de partes moles mais profundas
quando as bactérias atingem um nivel critico de 10°unidades formadoras de col6nias por grama
de tecido. Quando o numero de bactérias aumentam acima desse nivel, a probabilidade de
infeccdo aumenta a medida que o sistema imunoldgicodo hospedeiro pode ndo mais ser capaz
de controlar as bactérias em proliferacio®. Estudo que analisou a caracteristica microbioldgica
de 754 UV, por meio de swab em uma area de 1 cm2, em uma amostra de 636 (84,3%) pacientes
apresentaram Ulceras com cultura positiva. Entre os patdgenos identificados no estudo, P.
aeruginosa foram detectadas em 28,6% das culturas'®. Em nosso estudo cerca de 66% das
Ulceras estavam colonizadas por S aureus e 28,5% por P aeruginosa.

Um grande desafio nas pesquisas e pratica clinica de abordagem de Ulceras cronicas é
ter indicadores para avaliacdo clinica de infeccdo local e presenca biofilmes. Devido a estas
dificuldades, um grupo de experts fizeram um consenso internacional sobre este tema publicado
em 2019%. Quanto as evidéncias clinicas de infecgo local da ferida, sio sugeridos os seguintes
indicadores para infeccdo classica: eritema, calor local, edema, exsudato purulento, retardo na
cicatrizacdo de feridas, dor de surgimento recente ou crescente e aumento do odor. Ja os
indicadores de infeccdo oculta (sinais sutis) sdo: tecido de granulacdo exuberante ou
hipergranulacdo, granulacéo friavel e sangrante, pontos de epitelizacdo no tecido de granulacéo,
aumento abrupto da ferida, atraso na cicatrizacdo de feridas, dor de surgimento recente ou

crescente e aumento do odor®e.
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Os indicadores clinicos de biofilme na ferida sugeridos no consenso s&o: falha do
tratamento antibiotico adequado, recalcitrancia ao tratamento antibidtico apropriado,
recorréncia de atraso de cicatrizacdo apds a interrupcao do antibiotico, ndo responsividade a
terapia antimicrobiana, atraso na cicatrizagéo, apesar do tratamento ideal da ferida, aumento de
exsudato/umidade, inflamagao cronica e eritemas leves, ma granulagao/hipergranulacéo friavel,
sinais secundarios de infecg&o®*,

Com o objetivo de facilitar a distingéo dos sinais clinicos de infec¢do das Ulceras, a regra
mnemonicas NERDS se apresenta como uma ferramenta para identificacdo de sinais de
colonizagdo critica e infec¢do, verificando a atraso na cicatrizacdo, exsudato elevado, tecido de
granulacdo exuberante, tecidos desvitalizados e mau odor. Esse conjunto de fatores sugere
colonizagdo critica e requer tratamento topico. No entanto, o uso sisteméatico de escalas é
relatado na literatura como uma dificuldade de aplicagdo comum na pratica clinica®.

Em relacdo as cepas bacterianas classificadas quanto a producdo de biofilme, no
presente estudo houve diminuicdo de Ulceras com bactérias produtoras de biofilme em relagéo
TO ao T30, mas sem diferencga estatisticamente significante entre os grupos. As principais
bactérias produtoras de biofilmes em Glceras cronicas sdo S aureus e P aeruginosa®.

A tipagem molecular, pela técnica PFGE, realizada neste estudo demonstrou elevada
similaridade dos clones no TO e no T30 nas cepas de S. aureus e P. aeruginosa. Apenas uma
Ulcera do grupo hidrofibra com prata e trés do grupo Colagenase tiveram mudanca de
clonalidade do S. aureus. Ndo houve mudanca da clonalidade da P. aeruginosa em nenhuma
Ulcera de ambos os grupos. Outros estudos fizeram a identificacdo da clonalidade bacteriana
em diferentes momentos. Um estudo realizado com lesdes cronicas tratadas com hidrogel a 2%
e placa de poliuretano detectou S. aureus em 82,9% (29/35 das lesdes) dos pacientes em uso de
hidrogel e em 100% (8/8 das lesdes) dos pacientes em uso de placa de poliuretano. O mesmo
estudo identificou que o mesmo padrdo se repetiu entre os S. aureus coletados em dois
momentos diferentes nos mesmos pacientes e que duas amostras de diferentes pacientes
apresentaram o mesmo padrdo de fragmentagdo de DNA pelo PFGE*2. Outro estudo avaliou a
colonizacdo de feridas por P. aeruginosa, via PFGE, identificou em 48 culturas isoladas de
Ulceras crbnicas que realizaram diferentes tipos de curativos, inclusive com prata,
demonstrando multirresisténcia em trés. P. aeruginosa estava presente em 75% das amostras
de feridas cronicas. Na maioria das Ulceras, as cepas apresentaram as mesmas caracteristicas
genéticas nos dois momentos analisados, indicando que os leitos das feridas permaneceram

colonizados e que os clones persistiram por mais de um més de tratamento, resultado
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semelhante ao encontrado por nosso estudo. A maioria das bactérias continha genes de
viruléncia que estavam associados com alto potencial para estabelecer infeccdo®®.

Nosso estudo apresenta algumas limitagGes. O tempo e acompanhamento de 30 dias é
considerado insuficiente para avaliar a evolugdo do processo cicatricial de Ulceras cronicas.
Contudo, os desfechos primarios foram relacionados a avaliagdo de infeccdo superficial local e
desfechos microbioldgicos, os quais podem ser alcancados no periodo proposto. Outra
limitacdo foi quanto a forma de coleta do material para as analises microbiol6gicas, pois o
padrdo outro é a bidpsia do tecido, devido a capacidade de avaliar as bactérias que estejam mais
profundas, mas tem a desvantagem de ser mais invasivo, doloroso e caro do que a técnica de
swab'®. Também o swab foi coletado em uma pequena area do leito da Ulceras com
caracteristica de tecidos inviaveis, entretanto a distribuicdo de bactérias de biofilmes em feridas
crénicas podem nao ser uniformes, de modo que uma Unica amostra de biopsia ou swab em
pequena area pode influenciar nos resultados, pois outras areas da mesma ferida podem
apresentar resultados diferentes.

Os resultados deste estudo possibilitam a reflex&o sobre o perfil clinico e microbiologico
de UV cronicas e sua resposta a algumas intervencOes referidas como estratégias de combate

ao bhiofilme.

5. CONCLUSAO
Ambas as intervencdes, melhoraram as caracteristicas clinicas e microbioldgicas ao
longo do tempo, mas ndo houve diferenca entre as duas intervencbes apds 30 dias de
seguimento. A maioria das Ulceras ndo tiveram mudanca da identidade bacteriana do S aureus

e Paeruginosa entre TO e 30, sem diferenca entre 0s grupos.
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5 CONCLUSOES

e Ambas as intervencdes, Hidrofibra com prata e Colagenase, promoveram diminui¢ao
de Ulceras com critérios de colonizacéo critica ao longo do tempo, entretanto o risco
relativo (RR) para ndo colonizacao critica no T30 foi de 0,81 (1C95% 0,48 — 1,37,
p=0,439), portanto sem diferenca com significancia estatistica entre 0s grupos.

e Na&o houve diminuicdo da carga bacteriana total ao longo do tempo nos dois grupos
(p=0,054) e nem entre os dois grupos de intervencao (p=0,113);

e Houve diminuicao de Ulceras com bactérias produtoras de biofilme em relacdo TO ao
T30 nos dois grupos (p= 0,047), mas sem diferenca estatisticamente significante
entre os grupos no T30 (p=0,558). O RR de Ulceras com bactérias ndo produtoras de
biofilme foi de 1,0 (1C95% 0,35 — 2,86; p > 0,999);

e Apenas uma Ulcera do grupo Hidrofibra com prata e trés do grupo Colagenase
tiveram mudanca de clonalidade do S aureus. O RR para ter S aureus com mudanga
de identidade (clonalidade) foi de 0,58 (1C95% 0,10 — 3,31; p=0,553), portanto sem
diferenga com significancia estatistica entre os grupos.

e Na&o houve mudanga da clonalidade da P aeruginosa em nenhuma ulcera de ambos
0S grupos.

e A meédia de reducdo do escore do PUSH no grupo Hidrofibra com prata foi de - 6,8
(1C 95% -13,0 a — 1,3) e no grupo Colagenase foi de -7,6 (IC95% -14,1 a -1,10),
confirmando que ndo houve diferenca entre 0s grupos.

e A média de reducdo das areas no grupo Hidrofibra com prata foi de - 0,78 (1C 95% -
-0,20 a -1,36) e no grupo Colagenase foi de -1,1 (IC 95% -0,20 a -2,0).

e Na&o houve eventos adversos considerados relacionados as duas intervencdes.
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Figura 1: Ndmero de ulceras do grupo Hidrofibra com prata e Colagenase com sinais
clinicos de colonizacao critica segundo o NERDS no TO e T30.
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Figura 2: Log da carga bacteriana das espécies avaliadas totais das Ulceras no tempo basal

(TO) e apds 30 dias (T30), nas ulceras do grupo Hidrofibra com prata e Colagenase.
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Figura 3: Carga bacteriana de S. aureus e P. aeruginosa das Ulceras no tempo basal (T0) e
apos 30 dias (T30), do grupo Hidrofibra com prata e Colagenase.
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Figura 4. Carga bacteriana da familia enterobacteriacea e S. epidermidis das ulceras no

tempo basal (TO) e apds 30 dias (T30), do grupo Hidrofibra com prata e Colagenase.
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Figura5: Carga bacteriana S. coagulase negativo e de bactérias ndo identificadas das Ulceras

no tempo basal (TO) e apds 30 dias (T30), do grupo Hidrofibra com prata e Colagenase.
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do (a) gene oprl (249 pb). Pocos 1:
100 pb DNA ladder; pogo 2:controle negativo; poco 3: ATCC 9027; pogos 4-26: amostras.

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do (a) gene nuc (257pb). Pocos 1:
100 pb DNA ladder; pogo 2:controle negativo; poco 3: ATCC USA300; pocos 4-26:

amostras.
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Tabela 1: Resultados do dendrograma de similaridade genética das Ulceras com S. aureus.

Paciente Ulcera Grupo Tempo cluster
1 1 Colagenase 0 0010
1 1 Colagenase 30 0010
1 2 Colagenase 0 0010
1 2 Colagenase 30 0010
2 3 Hidrofibra 0 0002
2 3 Hidrofibra 30 0002
3 1 Colagenase 0 0008
3 1 Colagenase 30 0008
5 1 Hidrofibra 0 0007
5 1 Hidrofibra 30 0007
6 1 Colagenase 0 0004
6 1 Colagenase 30 0004
8 1 Hidrofibra 0 0009
8 1 Hidrofibra 30 0009
9 1 Hidrofibra 0 0002
9 1 Hidrofibra 30 0002

11 1 Colagenase 0 0001
11 1 Colagenase 30 0001
11 2 Colagenase 0 0001
11 2 Colagenase 30 0001
13 1 Hidrofibra 0 0005
13 1 Hidrofibra 30 0005
14 1 Colagenase 0 0006
14 1 Colagenase 30 0006
14 2 Colagenase 0 0006
14 2 Colagenase 30 0006
15 1 Hidrofibra 0 0003
15 1 Hidrofibra 30 0003
15 2 Hidrofibra 0 0003
15 2 Hidrofibra 30 0003
15 3 Hidrofibra 0 0003
15 3 Hidrofibra 30 0003
16 1 Hidrofibra 0 0007
16 1 Hidrofibra 30 0007
17 1 Colagenase 0 0016
17 1 Colagenase 30 0016
19 1 Colagenase 0 0002
19 1 Colagenase 30 0002
20 1 Colagenase 0 0003
20 1 Colagenase 30 0003
20 2 Colagenase 0 0003
20 2 Colagenase 30 0003
22 1 Colagenase 0 0017
22 1 Colagenase 30 0017
22 2 Colagenase 0 0015
22 2 Colagenase 30 0015
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Paciente Ulcera Grupo Tempo cluster
22 3 Colagenase 0 0015
22 3 Colagenase 30 0015
22 4 Colagenase 0 0015
22 4 Colagenase 30 0015
24 1 Hidrofibra 0 0001
24 1 Hidrofibra 30 0001
26 1 Hidrofibra 0 0015
26 1 Hidrofibra 30 0015
27 1 Hidrofibra 0 0013
27 1 Hidrofibra 30 0013
29 2 Hidrofibra 0 0005
29 2 Hidrofibra 30 0006
30 1 Colagenase 0 0008
30 1 Colagenase 30 0010
30 2 Colagenase 0 0008
30 2 Colagenase 30 0010
30 3 Colagenase 0 0008
30 3 Colagenase 30 0010
30 4 Colagenase 0 0010
30 4 Colagenase 30 0010
31 1 Hidrofibra 0 0011
31 1 Hidrofibra 30 0011
32 1 Hidrofibra 0 NI
32 1 Hidrofibra 30 NI
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Tabela 2: Resultados do dendrograma de similaridade genética das Ulceras com P.

aeruginosa.

Paciente Ulcera Grupo Tempo Cluster
9 1 Hidrofibra 0 0003
9 1 Hidrofibra 30 0003
10 1 Hidrofibra 0 0005
10 1 Hidrofibra 30 0005
14 1 Hidrofibra 0 0004
14 1 Hidrofibra 30 0004
14 2 Hidrofibra 0 0004
14 2 Hidrofibra 30 0004
18 1 Colagenase 0 0007
18 1 Colagenase 30 0007

20 2 Colagenase 0 0006
20 2 Colagenase 30 0006
25 1 Hidrofibra 0 0008
25 1 Hidrofibra 30 0008
25 2 Hidrofibra 0 0008
25 2 Hidrofibra 30 0008
29 1 Hidrofibra 0 0002
29 1 Hidrofibra 30 0002
29 3 Hidrofibra 0 0001
29 3 Hidrofibra 30 0001
29 4 Hidrofibra 0 0001
29 4 Hidrofibra 30 0001
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APENDICE | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUQAO 466/12-
CNS-MS)

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa “HIDROFIBRA COM
PRATA VERSUS COLAGENASE NO CONTROLE DA COLONIZAQAO CRITICA
EM ULCERAS VENOSAS: ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO” que pretende
avaliar a acdo do desbridamento cirdrgico superficial associado ao curativo hidrofibra com
prata, apo6s 30 dias, no controle da infeccdo superficial e do biofilme em pacientes com Ulcera
venosa durante o tratamento no Ambulatdrio de Ulceras Cronicas da Faculdade de Medicina
de Botucatu (FMB/UNESP).

Seré realizado a limpeza de sua ferida com soro fisiologico 0,9%, swab de regido
delimitada da Ulcera e coleta de amostra para andlise das bactérias. Sera realizado 2 grupos,
grupo 1 de pacientes com Ulceras venosas tratados com curativo hidrofibra com prata e
terapia compressiva e 0 grupo 2 sera de pacientes com Ulceras venosas tratados com curativo
de colagenase e terapia compressiva. Todos 0s curativos serdo totalmente fornecidos pelo
projeto. Esses curativos sdo formas ja utilizadas para tratamento de ulceras venosas.
Realizara esse curativo durante 30 dias, sendo que no ultimo dia, caso ndo cicatrizacdo da
Ulcera, sera realizado novo desbridamento para nova analise das bactérias.

Os riscos da sua participacdo serdo avaliados através do surgimento de eventos
adversos locais, por ser relacionado a tratamento topico local. Os beneficios nos dois grupos
serdo tratados com terapia compressiva, considerado padrdo ouro para Ulcera venosa
proporcionando oportunidade de cicatrizacdo das Ulceras de ambos 0s grupos. Todos 0s
esclarecimentos necessarios serdo dados e lhe asseguramos que 0 seu nome nao serd
divulgado, sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da omissao total de quaisquer
informacdes que permitam identifica-lo (la).

Informamos que vocé pode se recusar a participa¢do em qualquer momento, sem que
isso traga constrangimento ou prejuizo ao seu tratamento e a sua recuperacgdo. Os resultados
da pesquisa serdo divulgados em publicacGes posteriores a finalizacdo do estudo. Os dados
e materiais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda da pesquisadora. Caso autorize a
participacao, vocé recebera uma via deste termo, e outra via serd mantida em arquivo pelo

pesquisador por cinco anos.

Qualquer davida adicional, vocé poderé entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608/1609.
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CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Identificacéo do paciente:

Assinatura:

Data: / /

Assinatura:

Tais Lopes Saranholi

Orientadora: Luciana Patricia Fernandes Abbade, Fone: (14) 99671-8694. Email: [fabbade@fmb.unesp.br
Pesquisadora: Tais Lopes Saranholi: (14) 99720-0079. E-mail: tais_saranholi@hotmail.com
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APENDICE I

APENDICE Il - CARACTERIZACAO DE FERIDAS CRONICAS DOS MEMBROS
INFERIORES

FICHA CLINICA

Data da coleta:

Iniciais:
DN: Idade: anos Sexo: ( )M ( )F
Cidade:

Ocupacéo atual:

1. Antecedentes pessoais
() HAS (hipertens&o arterial sistémica)
() DM (diabetes mellitus)
Outras comorbidades:

2. Medicacéao de uso continuo
Drogas Flebotoénicas:

3. Histdrico cirurgico
Historico de procedimento em veias varicosas:
( ) Cirurgia () espuma ( ) Radio frequéncia

Cirurgia vascular:

CARACTERIZACAO DA ULCERA VENOSA NO T0

1. Experiéncias com o tratamento da Ulcera
Histdria de trombose venosa profunda (TVP) pregressa no(s) membro(s) inferior(es)
acometido(s):
1-( ) ndo 2-( )sim

2. Faz tratamento da ferida?
1-( ) ndo 2-( )sim Quantos meses:

3. Curativo utilizado no momento:

4. Apresentou alergias a algum curativo realizado:
1-( ) ndo 2-( )sim

5. Foi feita imagem digital?
1-( ) ndo 2-( )sim
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6. Caracteristicas da ulcera:

( ) MID:

NUmero de Ulceras
Caracteristicas

TEMPO (1)

ULCERA1 | ULCERA2 | ULCERA3 ULCERA4 | ULCERAS

REGIAO (2)

LEITO (3)

EXSUDACAO (4)

QUANTIDADE (5)

CARACTERISTICAS (6)
DOR (7)
INTENSIDADE (8)

() MIE:

NuUmero de ulceras
Caracteristicas

TEMPO (1)

ULCERA1 | ULCERA2 | ULCERA3 ULCERA 4 | ULCERAS

REGIAO (2)

LEITO (3)

EXSUDACAO (4)

QUANTIDADE (5)
CARACTERISTICAS (6)
DOR (7)

INTENSIDADE (8)

Legendas:

Cicatrizacdo: 1- ndo 2- sim

1)Tempo da Ulcera aberta em meses

2) Regido do membro acometida: 1-Regido medial da perna; 2-Regido lateral da perna;
3-Pré-tibial; 4-Posterior; 5-Dorso do pé; 6-Regido medial do pé; 7-Regido lateral do pé;
3) Leito: 1-bom tecido de granulacdo; 2-tecido vermelho opaco e friavel; 3-amarelado;
4-necrose; 5-vinhoso; 6-esverdeado

4) Exsudacao: 1- Ausente; 2-Presente

5) Quantidade: 1-pequena; 2- média; 3- grande

6) Caracteristica: 1- serosa; 2- purulenta; 3- sanguinolenta.

7) Dor: 1- Ausente; 2-Presente

8) Intensidade da dor (se presente): de acordo com a EVN abaixo
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O=ausente; 1 a 3=dor de fraca intensidade; 4 a 6=dor de intensidade moderada; 7 a 9=dor de forte

intensidade; 10=dor de intensidade insuportavel.

7-Caracteristicas do membro afetado por Ulcera:

NUmero de ulceras
Caracteristicas

MID

MIE

PULSO PEDIOSO (1)

INDICE TORNOZELO-BRACO (ITB)

MOBILIDADE DO TORNOZELO

LIPODERMATOESCLEROSE

DERMATITE OCRE

ECZEMA

8- Avaliacdo infeccdo superficial das UV (NERDS) (TO0)

() MID:

Numero de ulceras
Caracteristicas

ULCERA 1

ULCERA?2

ULCERA 3

ULCERA 4 | ULCERA5

Ulceras néo cicatrizantes (1)

Exsudativas (2)

Tecido de granulag&o (3)

Detritos  (tecido  necrético
amarelo ou preto na superficie
da ferida) (4)

Cheiro ou odor desagradavel da
Ulcera (5)
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( ) MIE:

NUmero de Ulceras

. ULCERA1 | ULCERA?2 | ULCERA3 | ULCERA4 | ULCERAS
Caracteristicas

Ulceras néo cicatrizantes (1)

Exsudativas (2)

Tecido de granulagdo (3)

Detritos  (tecido  necrotico
amarelo ou preto na superficie
da ferida) (4)

Cheiro ou odor desagradavel da
Ulcera (5)

() Ulceras ndo cicatrizantes (N= Nonhealing wounds)

() Exsudativas (E= Exudative wounds)

() Tecido de granulagéo de superficie de Ulcera vermelho e sangrento (R= Red and bleeding wound surface
granulation tissue)

() Detritos (tecido necrético amarelo ou preto na superficie da ferida) (D= Debris (yellow or black necrotic
tissue) on the wound surface)

( ) Cheiro ou odor desagradavel da Ulcera (S= Smell or unpleasant odor from the wound)

9- Avaliacdo da melhora clinica das UV (Escala PUSH) (TO)

( ) MID:

NUmero de Ulceras
Caracteristicas
COMPRIMENTO

X
LARGURA
QUANTIDADE
EXSUDATO

TIPO DE TECIDO

ULCERA1 | ULCERA2 | ULCERA3 | ULCERA4 | ULCERAS5

TOTAL:

() MIE:

NUmero de Ulceras
Caracteristicas
COMPRIMENTO

X
LARGURA
QUANTIDADE
EXSUDATO

TIPO DE TECIDO

ULCERA1 | ULCERA2 | ULCERA3 | ULCERA4 | ULCERAS

TOTAL:

Legenda:
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
COMPRIMENTO 0 cm? <0,3 0,3-0,6 0,7-1,0 1,1-2,0 2,1-3,0 3,1-4,0 4,1-8,0 8,1-12,0 12,1- >24,0
X cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm? 24,0 cm?
LARGURA cm?
0 1 2 3
Ausente | Pequena | Modera | Grande
QUANTIDADE da
EXSUDATO
0 1 2 3 4
Ferida Tecido Tecido Esfacel Tecido
Fechada | Epitelial de 0 Necroti
TIPO DE TECIDO Granula co
¢do
TOTAL:
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CARACTERIZACAO DA ULCERA VENOSA NO T30

Iniciais:
DN:

1. Experiéncia durante a pesquisa
1.1 Realizado nova imagem digital?  ( )sim ( )nédo
1.2 Houve algum evento adverso durante o estudo: ()sim ()nédo

2. Eventos adversos locais: ( ) sim ( )ndo
1-ausente; 2-dor; 3-macerac¢do da borda da ulcera; 4-eczema; 5-infec¢do local (erisipela, celulite,
linfangite). 6- Outros

(descrever):

3. Eventos adversos sistémicos: ( ) sim ( ) ndo
1 = ausente; 2 = presente

Quando presente (descrever o tipo, semana de tratamento, inicio (data), término (data).

Evento: ( ) esperado ( )inesperado

Intensidade do evento: ( ) leve ( ) moderado ( )grave

Relagdo causal: ( ) provavel ( ) possivel, ( )remota ( ) ndo relacionado
Terapéutica:

Medicacdo indicada:

4. Frequéncia da utilizacéo da faixa elastica: ( ) sempre ( )asvezes ( )nunca

5. Frequéncia da utilizacdo do curativo: ( ) sempre ( )asvezes ( )nunca

6. Caracteristicas da ulcera:

() MID:
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NUmero de Ulceras
Caracteristicas

TEMPO (1)

ULCERA1 | ULCERA2 | ULCERA3 ULCERA4 | ULCERAS

REGIAO (2)

LEITO (3)

EXSUDACAO (4)

QUANTIDADE (5)
CARACTERISTICAS (6)
DOR (7)

INTENSIDADE (8)

() MIE:

NuUmero de ulceras
Caracteristicas

TEMPO (1)

ULCERA1 | ULCERA2 | ULCERA3 ULCERA 4 | ULCERAS

REGIAO (2)

LEITO (3)

EXSUDACAO (4)

QUANTIDADE (5)
CARACTERISTICAS (6)
DOR (7)

INTENSIDADE (8)

Legendas:

Cicatrizacdo: 1- ndo 2- sim

1)Tempo da Ulcera aberta em meses

2) Regido do membro acometida: 1-Regido medial da perna; 2-Regido lateral da perna;
3-Pré-tibial; 4-Posterior; 5-Dorso do pé; 6-Regido medial do pé; 7-Regido lateral do pé;
3) Leito: 1-bom tecido de granulacdo; 2-tecido vermelho opaco e friavel; 3-amarelado;
4-necrose; 5-vinhoso; 6-esverdeado

4) Exsudacao: 1- Ausente; 2-Presente

5) Quantidade: 1-pequena; 2- média; 3- grande

6) Caracteristica: 1- serosa; 2- purulenta; 3- sanguinolenta.

7) Dor: 1- Ausente; 2-Presente

8) Intensidade da dor (se presente): de acordo com a EVN abaixo
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O=ausente; 1 a 3=dor de fraca intensidade; 4 a 6=dor de intensidade moderada; 7 a 9=dor de forte

intensidade; 10=dor de intensidade insuportavel.

8- Awvaliacdo infeccdo superficial das UV (NERDS) (TO0)

( ) MID:

NUmero de Ulceras
Caracteristicas

ULCERA 1

ULCERA?2

ULCERA 3

ULCERA 4 | ULCERAS

Ulceras ndo cicatrizantes (1)

Exsudativas (2)

Tecido de granulagéo (3)

Detritos  (tecido  necrotico
amarelo ou preto na superficie
da ferida) (4)

Cheiro ou odor desagradavel da
Ulcera (5)

() MIE:

Numero de ulceras
Caracteristicas

ULCERA 1

ULCERA?2

ULCERA 3

ULCERA 4 | ULCERA5

Ulceras néo cicatrizantes (1)

Exsudativas (2)

Tecido de granulag&o (3)

Detritos  (tecido  necrético
amarelo ou preto na superficie
da ferida) (4)

Cheiro ou odor desagradavel da
Ulcera (5)

() Ulceras ndo cicatrizantes (N= Nonhealing wounds)
() Exsudativas (E= Exudative wounds)

() Tecido de granulacéo de superficie de Ulcera vermelho e sangrento (R= Red and bleeding wound surface

granulation tissue)

() Detritos (tecido necrdtico amarelo ou preto na superficie da ferida) (D= Debris (yellow or black necrotic

tissue) on the wound surface)

( ) Cheiro ou odor desagradavel da Ulcera (S= Smell or unpleasant odor from the wound)

9- Auvaliacdo da melhora clinica das UV (Escala PUSH)

(T0)
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( ) MID:

NuUmero de Ulceras
Caracteristicas
COMPRIMENTO

X
LARGURA
QUANTIDADE
EXSUDATO

TIPO DE TECIDO

ULCERA1 | ULCERA2 | ULCERA3 ULCERA 4 | ULCERAS

TOTAL:

() MIE:

NUmero de Ulceras
Caracteristicas
COMPRIMENTO

X
LARGURA
QUANTIDADE
EXSUDATO

TIPO DE TECIDO

ULCERA1 | ULCERA2 | ULCERA3 ULCERA4 | ULCERAS

TOTAL.:
Legenda:
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
COMPRIMENTO 0 cm? <0,3 0,3-0,6 0,7-1,0 1,1-2,0 2,1-3,0 3,1-4,0 4,1-80 | 8,1-12,0 12,1- >24,0
X cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm? 24,0 cm?
LARGURA cm?
0 1 2 3
Ausente | Pequena | Modera | Grande
QUANTIDADE da
EXSUDATO
0 1 2 3 4
Ferida Tecido Tecido Esfacel Tecido
Fechada | Epitelial de 0 Necroti
TIPO DE TECIDO Granula co
cdo
TOTAL:
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APENDICE Il - ORIENTACOES DE CURATIVO

Orientacdes de curativo para participantes da pesquisa “Hidrofibra com prata versus
colagenase para tratamento da colonizagéo critica em Ulceras venosas: ensaio clinico

randomizado”

Identificacéo do participante:

- Antes de iniciar o curativo realize a lavagem das maos;

- Expor a lesdo e 0 material o minimo de tempo possivel;

- Caso as gazes estiverem aderidas na ferida, umedecé-las antes de retira-las;
- Realizar a limpeza do local com soro fisiologico 0,9%;

- Apos a limpeza realize a aplicagdo da pomada Colagenase no local da lesdo;
- Oclua a lesdo com gase e faixa;

- Colocar a faixa elastica, conforme orientacdo em ambulatorio;

- Apoés a finalizagdo realize a lavagem das méos;

- Realize o curativo diariamente.

Data: / / Assinatura;

Orientadora: Luciana Patricia Fernandes Abbade, Fone: (14) 99671-8694. Email: Ifabbade@fmb.unesp.br
Pesquisadora: Tais Lopes Saranholi: (14) 99720-0079. E-mail: tais_saranholi@hotmail.com
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Orientacdes de curativo para participantes da pesquisa “Hidrofibra com prata versus
colagenase para tratamento da colonizagéo critica em Ulceras venosas: ensaio clinico

randomizado”

Identificacéo do participante:

Troca de curativo secundario:

- Antes de iniciar o curativo realize a lavagem das maos;

Expor o material o0 minimo de tempo possivel;

Retire as gases presentes na lesdo cuidadosamente, ndo retirando a placa do curativo
de Hidrofibra;

Oclua a leséo com gase e faixa;

Colocar a faixa elastica, conforme orientacdo em ambulatorio;

Apos a finalizacdo realize a lavagem das méos;

Realize esse curativo diariamente.

Troca de curativo primario:

Antes de iniciar o curativo realize a lavagem das méaos;

Expor a lesdo e o material o minimo de tempo possivel;

Caso as gazes estiverem aderidas na ferida, umedecé-las antes de retira-las;

Realizar a limpeza do local com soro fisioldgico 0,9%;

Ap0ds a limpeza coloque a placa de Hidrofibra no local da leséo;

Oclua a lesdo com gase e faixa;

Colocar a faixa elastica, conforme orientacdo em ambulatorio;

Ap0s a finalizagdo realize a lavagem das méos;

Realize esse curativo semanalmente.

Programacédo de troca de curativo:

Dias de troca:

Intercorréncias:

Data: / / Assinatura:

Orientadora: Luciana Patricia Fernandes Abbade, Fone: (14) 99671-8694. Email: [fabbade@fmb.unesp.br
Pesquisadora: Tais Lopes Saranholi: (14) 99720-0079. E-mail: tais_saranholi@hotmail.com
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APENDICE IV

APENDICE IV - TUTORIAL PARA MEDIDAS DA AREA DA ULCERA

Tutorial: obtencéo das medidas das Ulceras com o programa Imagem J

1. Primeiro, clicamos no icone do programa na area de trabalho e abrimos a aba do
Imagem J, que se encontra na regido superior direita da foto abaixo.

Flde EG mage Process Anahee Puges Window Help

ADnA L wd

2. Em seguida, selecionamos a imagem com a Ulcera, cuja area desejamos medir, em

nosso banco de fotos clicando em “File” e em “Open”.

Pugma  Window  Help

LA

3. Selecionamos a imagem desejada:
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4. Com a imagem aberta, utilizamos a régua da foto para fazer um trago que equivale a

1cm.

Fie Edt bhge Process Anahre Pagns Window Heb
clolc ;,]/' LINAIDA A | sl 8 #
swgrevtod e Yoot arows. (40 w Lyng N

T, re 1hve
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5. Com o trago de 1 cm, clicamos em ‘“Analyze” e depois em “Set scale” para
estabelecer as escalas de medida, ou seja, quantos pixels medidos com o traco na

etapa 4 equivalem a 1 cm na foto em questéo.

fo—
Fre Edt brmge Process [QEETEEN Puges Wiedow Hel
Bl O co/L 1 Nessas ceen B S8

Anstyre Payacies i

Sammanye

UDsytution

Labet

Cleor Hents

Set Meaurovents

Ciddy it

Hetogram

Pt Profie

Surtace Pt

=

Yoo
 Tosks

6. Em “Set Scale”, definimos quantos pixels na foto equivalem a 1 cm. Em “Distance
in pixels” estd a distancia medida com o traco feito nas etapas anteriores.
Estabelecemos a distancia conhecida (“Known distance™), que ¢ a medida do trago
feito na régua da imagem, como 1 cm. Definimos a propor¢ao de pixel (“Pixel Aspect
Ratio”) como 1.0 e a unidade de medida como “cm”. Assim, a escala no exemplo

ficou 49 pixels/cm.
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Fie Edt bage Process Anshoe Pugns Window Hel
NARDIA A Ow Sls

7. Com a escala pronta, clicamos no icone indicado a seguir e contornamos a Ulcera
para o calculo da éarea.

File 01 age Pracess Anhoe Pagos Wedow Hulp
oald LN Alolm g o slale
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8. Para medir a area da ulcera, clicamos em “Analyze” e depois em “Measure”. O

programa abre uma guia e insere a area calculada.

e X

e EGt mage Process

Pagns Windoe Hep
mifelfei = PAPAY ALY
) ok Aoudyre Fascles
Surmanee
Dustrowon

e

Jeayr Hesuts
Sef Ueasuterverts
Set Scwe
Caltme
Haagram Curtett
Pt Profie Gk
Surtace Pt

Catty

Tools
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Em seguida, com a mesma escala, repetimos o processo de contornar a Ulcera duas

vezes e calculamos a area mais duas vezes.
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10. Por fim, fizemos a média aritmética das trés areas obtidas no programa Imagem J.

« ROR 3 2ve Fie B wmage Frocess Andfoew Puges Widow My
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APENDICE V — ESCALA DE PRESSURE ULCER SCALE FOR HEALING (PUSH)

Aplicacdo da escala de PUSH®:
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
COMPRIMENTO 0cm? <0,3 0,3-0,6 0,7-1,0 1,1-2,0 2,1-3,0 3,1-4,0 4,1-80 | 8,1-12,0 12,1- >24,0
X cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm? cm? 24,0 cm?
LARGURA em?
0 1 2 3
Ausente | Pequena | Modera | Grande
QUANTIDADE da
EXSUDATO
0 1 2 3 4
Ferida Tecido Tecido Esfacel Tecido
Fechada | Epitelial de 0 Necroti
TIPO DE TECIDO Granula co
cdo
TOTAL:
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ANEXO | - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

T
@a UNESP -FACULDADE DE % PlabaPorma
©%%  MEDICINA DE BOTUCATU asil
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: HIDROFIBRA COM PRATA VERSUS COLAGENASE NO CONTROLE DE INFECGCAO
SUPERFICIAL E BIOFILMES DE ULCERAS VENOSAS: ENSAIO CLINICO

RANDOMIZADO
Pesquisador: Tals Lopes Saranhol
Area Temstica:

Versdo: 1

CAAE: 01630718.5.0000.9411
Ingtituigao Proponente: Facuidads de Madicina os Botucatu/UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Propeio

DADOS DO PARECER

NOmero do Parecer: 3.055.504

Apresentacio do Projeto:

As Giceras venosas (UV) @ a causa mals comum das Oicaras o2 membros Inferiores, ocasionando aém do
impacto socioeconomico, grande repercussio na plora da qualidade de vida, reduzindo a capacidade de
participagdo social @ desenvolvimentos Os atividaces profissionals das pess0as por sla acomatidas. Seu
prognostico & rulm cevido cicatrizagdo demorada @ surgimento de dicsras recomentss. Assim como as UV,
todas as ticeras cronicas sdo colonizadas por diversas bactérias. Alguns desses microrganismos 1om a
capacidade de se agruparem am melo & matriz extracsiular na suparficie do tecido em que se encontram,
formando o biotlime. O dioflime pode dificuitar a cicatrizagdo, e predispor a Infecgdo superficial & profunda
Algumas intervengdes 530 propostas para combater 0s bioflimss de giceras cronicas, visando promover a
cicatrizagdo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avallar a agdo do curativo hidrofibra com prata comparado a0 curativo com colagenass,
ambos apos desbricamanto cirdrgico suparficial, no controle

da Infacgdo superficial & o biofime em pacientss com UV durants o periodo oe 30 dias.

Objstivo Secundario:

(1) Detarminar a prevaléncia de biofime nas UV,

(2) Datsrminar o perfll microblologico antss @ apds o desbricamento associado ao curativo hidrofibra com
prata e colagenase ¢as UV, por melo dos sequintes métooos: sonicagdo e

Enderego:  Chacam Butignoll , s

Bairro: Fublfo Junior CEP: 12818470
UF: &7 Municipie: BOTUCATU
Telefone: (14)3820-1600 Emal: cop@imb. unoap by

Pighs 0 e 00
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microscopla focal;

(3) Descrever a evoiugdo cilnica (taxa 08 cicatizagdo & AMINUIGS0 da area LICBrada) apos 0 desbriiamento
associado ao curativo higrofibra com prata @ 0 curativo com colagenase.

(4) Avasar se ha correlagdo entre o5 achados clinicos de suspelta de bloflime no lelto a dicera com as
analises microbiciogicas.

Avallagio dos Riacos e Beneficlos:

Trata-se de um estudo tipo ensalo clinico controlado, randomizaco, paralelo, aberto e, que S8ra realizado no
Ambulatorio de Ulceras Cronicas do Hospital das Clinicas da Faculdade oe Medicina de Botucatu
(FME/UNESP) com 0s pacientes qus s6 encalxarem nos critérios de inclusao e exclus3o do estudo. Esta
prevista a participagdo de 24 pess0as, que serdo distribulidas em 2 grupos: 27 no Grupo 1: composto por
participantes tratados com O curativo e hidrofbra com prata{AQUACEL® Ag+ Extra™), na forma de piaca
com troca Quando alingir a sua saturagdo (aproximadamente quatro dias); @ outros 27 participantes no
Gmpo 2, 08 pamclpames £8130 tratagos com curativo de caagemso ndo associada a antibloticos
(Ko#lagenasa®) com troca uma vez 20 dia.

Todos 0s participantss 58ra0 o5 pacientes adultos que forem atendldos No Ambuiatono de Uiceras Cronicas
da Faculdaos o8 Medicina 0 Botucatu (FMEB/UNESS) no periodo 0a pesquisa, esiando dentro dos critéros
de Inclus30 do estudo, 1510 & Ter idace malor ou igual de 18 anos;

- Apresentar UV cronica (Gicera aberta superior a 6 semanas) com sinals clinicos de infecgdo superficial
(colonizagdo critica) sequndo 05 CMSros da regra mnemonica NERDS28. Todos participantes INCluldos no
estudo serdo submetidos no tempo basal (TO) a limpsza da Gicera com soro fisiologico (SF) 0,9% e ao
desbridamento cirbrgico superficial do lelto de sua(s) ticera(s). Este procadimento sera reallzado com
anestesia 10pica iocal (creme contenco

lidocaina 4%) mantido s0b oclus30 por 30 min. Apos 8558 18mpo sera realizado o desbricamento, por
médico dermatoiogista, COM cureta em oo 0 lelo ulcerado. Posteriorments este maleral sera enviaco para
analiss microdlologica. Apos 0 desbridamento, 05 participantss 5erdo randomizados em 2 grupos. O grupo 1
ou grupo Hidrofibra com prata sera composto por participantss tratados com © curaivo de hidrofibra com
prata (AQUACEL® Ag+ Extra™), na forma de placa com troca quando atingir a sua saturagao
{aproximadaments quatro dias). No grupo 2, 05 participantes 5er30 ratados com curativo de Colagenase
na&o associada a antidloticos

(KoBagenasad) com troca uma vez ao dia. O tempa estimaco de tratamsento para ambos 06 grupos sefa de
30 dias. Apos desbridamento no TO & T30 0 material colStado Sera enviaco a0 laboratorno ¢e microbloiogia
em raciplentss estérels @ devidaments Identificados. AS amostras 56730 Submetidas aos testas de Sonicagao
@ microscopia eletronica confocal. A sonicagso consists em

Enderego: Chicam Busgnoli, sh

Balrro: Fubilo Junkoe CEP: 18618470
UF: 8P Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)35830-1609 Emall: cop@imb.unesp be

Piga (9 e 06



ANEXO | IEEH

AN
g&? UNESP -FACULDADE DE |
Touine MEDICINA DE BOTUCATU %M
PETIro W iTNT e B Y
Comtiruagio d0 Passcer 3088 504

uma teécnica, onde basela-ce na formagdo de microboihas, utiizando um ultrassom de baba frequéncia e
Intensidade, que consegue romper o bioflime sem a destruigao bacteriana, permitindo a viabllidade das
culturas32. A microscopia eletronica confocal € um microscopio Oplico Gue 58 basela No uso de COMPOstos
fluorescantss que quando §gacos a estiuturas

especificas, determinam sua focalizaglo cetular. Capaz de captar apenas a porgdo do 8spacime situada no
ponto focai de lente mals praxima. Atraves das imagens bidimansionals mullo definidas, & possivel odter
mmuwraMMemmemw.

Riscos: Os 1i5c0s da sua participagdo serdo avallados atraves 0o surgimento de evenios adversos locals,
por ser relacionaco a tratamento 10pico local.

Benaficios:

Os beneficios Nos dois grupos serdo tratados com terapla compressiva, considerado padrao ouro para
Glcara venosa proporcionando oportunidade

de cicatrizagio das 0iceras de ambos 0 grupos.

Metodoiogla ae Analise de Dados:

A anakse sctatistica sera por Intengao de tratar e o5 dados serdo analizados utllizando o software SPSS
20.0. Sera conslderado significants p<0,03.

Comentirios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa & bem escrita 6 traz cetalhamento metocologico & encaminhamentos da pesquisa. Trata-se de
um projeto de doutorado do Programa de Pos-graduagdo em Enfermagem, esta orgada em RS 7.345,00,
contara com financiamento proprio @ sua realizagao possibiitara medhor compreender 0 controle da Infecgdo
superficial em desbridamento cirdrgico superficial assoclaco a curativo de hidrofibra com prata e agdo de
blofme quando comparaco Com © CuAtive d colagenase em UIceras venosas.

Consideragbes sobre 08 Termos de apresentagio obrigatorta:

A pesquisadora anexou todos os tarmos obrigatorios sxigidos pelo CEP/FME, Isto , (1) Foiha de rosto
devidaments assinaca; (2) Anuencia co EAP; (3) Termo de consentimento INTe & esclarecido na forma de
convits e em linguagem clara; (4) Autorizago e anuéncla do Chefe do Servigo de Dermatologia da FME; (3)
Autorizagao do Superintendente do HC/FMB

Recomendagdes:
Aprassntagao dos resultacos Ninass da pesquisa.
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Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Apos andlise em reuntdo ordinaria, o Colegiado deliberou APROVADO o projsto de pasquisa apresentaco.

CongideragOes Finals a critério do CEP:
Conforme delibsragdo do Colegiado em eunido ordindrla do Comité de Etica em Pesquiza da FME/UNESP,
realzada em 03 de 0azembro 08 2018, 0 projeto analisado encontra-se APROVADO, 58m necsssidade de

envio 8 CONEP.

UNESP -FACULDADE DE
MEDICINA DE BOTUCATU
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No entanto, Informamos que ao final da axecugdo da pesquiza, sep@ enviado o “Relatorio Final de
Atlvidades”, na forma de "NOTIFICAGAO™.

Atenciosaments,

Ezte parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relscionados:

Tipo Documeanto Arquivo Postagsm Autor Sauagao
Informagbes Basicas | PE_INFOR! S_BASICAS_DO_P | 1537102018 ACESto
do Projgio ROJETO_1239075.pat 00:53:43
Projeto Detaihado / | Pro@eto0outoraco T aks. oocx 1510/2018 | Tals Lopes Saranhod|  Aceino
Brochura 09:3306
TCLE/Temoc de | TCLE.docx 1571072018 |Tails Lopes Saranholl| Acedto
Assentimanto / 095243
Justificativa de
| Aussacia _

Declarag3o de TermoDeAnuenciainstitucional pdf 13102018 | Tals Lopes Saranholl| Aceiio

Instituicdo & 09-50-:49

Infraestrutura

Foiha de Rosto folhacerosioASS pdf 13102018 |Tals Lopes Saranhol| Acefio
09:30:18

Declarag3o de Autorizacaodermato.pat 151102018 [Tals Lopes Saranholl| Acedto

Insttuigdo & 09:4954

infrascingura

Declaragao de AutorizacaoHCFMB. par 13102018 |Tals Lopes Saranhold| Acelio

Insteuigdo @ 09:49:38

| Infrassinaum

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Enderego: Chacam Butignoll , ah

Bairre: Rubilo Junioe
UF: 5P

CEP: 128618470
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Necesalta Apreciagao da CONEP:
Nao
BOTUCATU, 04 ge Dazembro de 2018

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LiIMA
(Coordenador{a))
Enderego: Chicam Busgnoll | sh
Bairro: Fubllo Junior CEP: 18818470
UF: &P Municipio: BOTUCATU
Telefone: {14)3820-1600 Eamall: cop@imb.uncan be
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