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Ferreira-Silva, Simone. Estudo de fase clinica | utilizando membrana de quitosana
dopada com horménios derivados das plaguetas. 2014. Dissertacdo (Mestrado em
Pesquisa e Desenvolvimento: Biotecnologia Médica) — Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP.

RESUMO

As Feridas Crénicas (FC) constituem um desafio constante para os laboratérios
farmacéuticos. O Hemocentro de Botucatu desenvolve ha 13 anos produtos
formulados a partir do Plasma Fresco e do Concentrado de Plaquetas excedentes da
pratica clinica. Um destes produtos, bem estabelecidos e testados € o gel laminar de
plaguetas (Biogel ou GP). Pesquisas na area de enfermagem identificaram
oportunidades de melhorias para o Biogel sendo proposto nova formulagao:
membrana de quitosana enriquecida com horménios plaquetarios (Quitogel). Apés
estudos preliminares foi delineado o projeto de estudo de fase |, em pacientes
portadores de FC utilizando o Quitogel comparando com o GP. Trata-se de um
estudo prospectivo, do tipo ensaio clinico controlado, e teve como objetivo comparar
o desempenho da membrana de quitosana dopada com horménios plaquetarios
versus Gel de plaquetas estabelecendo o perfil de pacientes atendidos. Nos ultimos
24 meses foram atendidos 135 novos casos de FC, sendo 45 do sexo masculino,
com idade média de 49,57 anos e o tempo de ferida aberta foi de 87,57 meses. Do
sexo feminino foram 90 casos, com média de idade de 52,91 anos e tempo médio de
ferida aberta foi de 114,76 meses. Quanto ao tipo de ulcera, 81% foram venosas
para mulheres contra 64% para homens. As lesdes crdnicas traumaticas (9%) foram
mais prevalentes em homens, contra 2% em mulheres e as feridas diabéticas
atingiram mais os homens (11%). Dos produtos comercializados mais usados pelos
pacientes, destacam-se a colagenase (16%), sulfadiazina de prata (12%), fibrase®
(10%), papaina (6%), Safgel®(5%), hidrogéis 5%. Foi identificado alto indice de
automedicacao, fato este, comprometedor do resultado do tratamento das FC, onde
33(44,55%), pacientes informavam ter um produto prescrito, mas usam
voluntariamente outros 2 nao prescritos. Destes 135 pacientes, participaram do
estudo 27 deles, perfazendo um total de 31 les6es que foram acompanhadas por 90
dias. Quanto a comparacao dos dois produtos (GP X Quitogel), observou-se que a
preparacdo na membrana de quitosana dopada é de facil armazenamento
(temperatura ambiente) e hidratacdo com soro fisiolégico, libera gradativamente os
horménios plaquetarios, nao favorece o crescimento bacteriano, controla
hemorragias, a vida de prateleira é de 2 anos, porém apresenta como desvantagens
o fato de que aderem demasiado na area lesada danificando o tecido no momento
da troca a cada 4 dias. O GP é totalmente absorvido, nao tendo material excedente
na hora da troca de curativos, mas é de dificil manipulacao (escorregadio), necessita
ser estocado em geladeira e sua vida de prateleira é de apenas 15 dias e favorece o
crescimento bacteriano. Quanto aos aspectos histopatolégicosambos os produtos
promovem a neoangiogénese porém o Quitogel determinou processo inflamatério
intenso. Nao houve diferenca estatistica quanto ao tempo de fechamento das lesbes
entre o Biogel e a membrana de quitosana.

PALAVRAS-CHAVE: Ulcera varicosa. Curativo biolégico. Quitosana.



ABSTRACT

Chronic wounds (CW are a constant challenge for pharmaceutical companies. The
Blood Center of Botucatu develops products formulated 13 years ago from Fresh
Plasma and platelets concentrate excess clinical practice. One of these products is
well established and tested laminar platelet gel (Biogel/PG). Research in nursing
identified opportunities for improvements to the Biogel/PG being proposed new
wording: chitosan membrane enriched with platelet hormones (Quitogel). After
preliminary studies have outlined the design of a phase | study in patients with CF
using the Quitogel compared with Biogel/GP. This is a prospective, controlled clinical
trial type, and aimed to compare the performance of the chitosan membrane doped
with hormones versus Biogel/PG establishing the profile of patients seen. The past
24 months were served 135 new cases of CW, 45 male, mean age of 49.57 years
and the time of open wound was 87.57 months. Females were 90 cases, with a mean
age of 52.91 years and mean duration of open wound was 114.76 months.
Regarding the type of ulcer, 81% were venous for women versus 64% for men.
Chronic traumatic injuries (9%) were more prevalent in men, compared with 2% in
women and diabetic wounds hit men (11%) more. Of marketed products most used
by patients, include collagenase (16%), silver sulfadiazine (12%), fibrase ® (10%),
papain (6%), Safgel ® (5%), 5% hydrogels. High rate of self-medication, a fact,
compromising the outcome of the treatment of CW, where 33 (44.55%), was
identified patients had reported having a prescribed product, but use the other 2 did
not prescribed. Of these 135 patients, 27 of them participated in the study, a total of
31 lesions that were followed for 90 days. Comparison of the two products
(Biogel/GP versus Quitogel), it was observed that in the preparation of doped
chitosan membrane is easy storage (room temperature) and hydration with saline,
gradually releases the hormones platelet does not favor bacterial growth, controls
bleeding, the shelf life is 2 years, but has the drawbacks of adhering too the injured
area damaging the tissue at the time of the exchange every 4 days. The Biogel/PG is
completely absorbed, with no excess material at the time of dressing changes, but it
is difficult to handle (slippery), needs to be stored in the refrigerator and its shelf life is
only 15 days and favors bacterial growth. Regarding histopathology aspects both
products promote neoangiogenesis but Quitogel determined intense inflammatory
process. There was no statistical difference in the time between the closing of the
lesions and the Biogel chitosan membrane.

Key words. Varicose ulcer. Biological dressings. Chitosan.
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1 INTRODUCAO

O Laboratério de Engenharia Celular (LEC) do Hemocentro de Botucatu
(HB) iniciou suas atividades em setembro de1992 com a linha de pesquisa de
anticorpos monoclonais voltados principalmente para a area de Hemoterapia. Com a
politica de qualidade estabelecida pela entdo equipe gestora do HB, foi instituida a
hemoterapia seletiva com ampla divulgacdo e treinamento de Recursos Humano
(RH) da rede assistencial para o uso dos hemocomponentes e o abandono
progressivo do entdo denominado sangue total. Esta tendéncia mundial foi
rapidamente assimilada. Na andlise de producao de hemocomponentes do HB, em
2001, observou-se grande quantidade de Plasma Fresco Congelado (PFC), que
ultrapassava 12 meses de congelamento, e segundo a legislagdo vigente, nao
poderia mais ser utilizado na terapéutica. Este plasma deveria ser encaminhado
para unidades produtivas de hemoderivados, empresas inexistentes em solo
brasileiro. Desta forma, o plasma excedente era encaminhado para incineracao.
Preocupados com o patriménio genético descartado, com fonte preciosa de
proteinas em condigdes estéreis, com a questdo dos programas de gerenciamento
de residuos de servicos de saude (PGRSS) que apontam para a denominada
producdo mais limpas (P+L), técnica na qual, deve-se minimizar ao maximo a
quantidade de material biol6gico a serem descartado, minimizando o impacto sobre
o0 meio ambiente, as unidades vencidas comecaram a ser transferida da area
assistencial para o Laboratério de Engenharia Celular criando nova linha de
pesquisa: curativos bioldgicos a partir hemocomponentes, denominada a seguir de
Biocurativos (MACEDO, 2005; COTRIM, 2012).

De 2001 a 2003, 4560 unidades de PFC foram monitoradas
laboratorialmente para em seguida, outro hemocomponente, o concentrado de
plaquetas(CP), obtido por doagédo convencional ou pelo método de aféreses passou
pelas mesmas etapas (HEMOCENTRO DE BOTUCATU, 2001-2003). Com o
interesse da equipe de enfermagem em abordar de forma inovadora FC, a

implementagao farmacotécnica foi delineada.

Em 2003, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
autorizou o primeiro estudo de fase clinica (GARCIA, 2004). De 2003 a 2010 3

produtos desenvolvidos ja foram validados e estudados em protocolos de fase
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clinica | e Il. Sao eles: cola de fibrina de uso externo (Biofibrin), gel mix e gel laminar
de plaquetas denominado de Biogel.

O desenvolvimento destes produtos foi sofrendo melhorias ao longo do
tempo em funcdo das observagdes técnicas da equipe enfermagem quanto aos
seguintes indicadores: adesdo do paciente a terapéutica, facilidade de uso
(aplicacdo e remocédo), conforto para paciente, vida de prateleira do produto,
condicbes de armazenamento, facilidade de auto-aplicagdo e seguranca no
transporte do produto (ARAUJO, 2007 ; NAVARRO, 2008).

Um dos pontos criticos do Biogel é a fragilidade da membrana, sua
facilidade em se fragmentar o que determina dificuldade de aplicagao pelo préprio
paciente ou cuidador além da instabilidade para envio do material por meios
comerciais de transporte. Estas oportunidades de melhoria levaram a equipe do LEC
a encontrar formas farmacéuticas mais estaveis e que nao perdessem a qualidade
do Biogel: sua rigueza em horménios derivados de plaquetas, produtos que
estimulam a neoangiogénese e promovem o crescimento celular. O quadro 1, a
seqguir, apresenta os primeiros produtos desenvolvidos ja validados para uso em
humanos, com autorizagdo do CONEP (GOBO, 2011).
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Quadro 1 Produtos desenvolvidos no Laboratorio de Engenharia Celular (LEC),
no Hemocentro de Botucatu.

Nome do Produto

Composicao

Indicacao

Contraindicacao

Cola de Fibrina- Trombina humana Feridas de etiologia Alergia conhecida de
BIOFIBRIN purificada multivariada, com IgA, portadores de
esfacelos, tecidos anticorpos  dirigidos
Gluconato de calcio a desvitalizados, areas contra proteinas
10% de necrose, com humanas em especial
necessidade de auto- inibidores da
Proteinas  humanas desbridamento. coagulagéo.
crio precipitadas rico
em Fibrinogénio e
fibronectina.
Gel de Plaquetas laminar  Trombina humana Feridas limpas, ndo Feridas neoplasicas,
- BIOGEL purificada; infectadas com portadores de
necessidade de doengas plaquetérias
Horménios derivados Promover o tecido de com alo imunizagéo
de plaquetas (PDGF, granulagdo. identificada
VEGF); contra antigenos
proprios das
Gluconato de célcio a plaquetas (HPA).
10%.
Emulgel de Plaquetas- Trombina humana Feridas limpas, ndo Feridas neoplasicas,
Biogel purificada; infectadas com portadores de
necessidade de doencas plaquetarias
Horménios derivados Promover o tecido de com alo imunizagéo
de plaquetas (PDGF, dranulagao. identificada contra
VEGF); antigenos proprios

Gluconato de calcio a
10%

das plaquetas (HPA).

Gel-mix

Cola de fibrina
humana enriquecida
com hormonios
derivados de
plaquetas;

Feridas limpas, nao
infectadas com
necessidade de
promover o tecido de
granulagdo e com
pequenas areas
desvitalizadas.

Intolerancia ao GP,

dificuldade na
aplicagago do GP
laminar, feridas
neoplésicas,

portadores de
doencgas plaquetarias
com alo imunizagédo
identificada contra
antigenos proprios

das plaquetas (HPA).

Fonte: arquivo pessoal, 2014.
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Ha dois anos, uma nova forma farmacéutica vem sendo desenvolvida e
testada em laborat6rio: membrana de quitosana dopada com horménios, dentro da
Otica de se encontrar biopolimeros absorviveis que promovessem a melhoria da
forma farmacéutica ja comprovadamente promotora do processo de cicatrizacao,

qguando comparados com trabalhos recentemente desenvolvidos por (CLETO, 2011).

O desafio foi encontrar um biopolimero temporario que promovesse a
liberagdo lenta de hormdnios para a lesdo, controlando a umidade, minimizando o
crescimento bacteriano e sendo auto-absorvida ao longo do tempo de 4 a 7 dias
(ALVARADO,2010).

A presente pesquisa tem como finalidade a liberagdo do produto para uso
dermatolégico em humanos, uma vez que testes em animais de laboratério
evidenciam a contribuicdo desta membrana na abordagem de lesdes agudas e

cronicas.
1.1 Pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, correspondendo a 16% de seu
peso. Esta presente em toda a superficie externa, exercendo varias funcées como
protecdo a entrada de organismos estranhos, termo regulacao corporal, responsavel
pela excrecao de agua através das glandulas sudoriparas, protecao contra raios
ultravioleta. E constituida por duas camadas principais que sdo a epiderme e a
derme. A epiderme é a camada que esta em contato com o meio externo, e a derme

€ a camada que esta sob a epiderme. (VIEIRA, 2006).

Quando ocorre a interrupgao da continuidade de um tecido corpéreo, em
maior ou menor extensdo, causada por qualquer tipo de trauma fisico, quimico,
mecanico ou desencadeada por uma afeccdo clinica é denominado de ferida
(BLANES, 2004).

Feridas agudas sdo aquelas que cicatrizam em um curto periodo, ou seja,
em até 3 semanas (SMANIOTTO et al, 2012).

FC sédo lesbes que apresentam retardo na cicatrizacdo devido a

processos infecciosos ou em decorréncia de outras doencgas crénicas pré-existentes,
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cuja cicatrizacao ultrapassa trés semanas, independente dos cuidados dispensados
(LIMA et al, 2012).

A Classificagcdo geral das feridas leva em consideracdo uma gama de
indicadores tais como: diagnéstico etiolégico, causa, evolucdo e grau de

contaminacao.

Para facilitar o entendimento da classificacado das feridas, propomos um
diagrama representado na figura n® 1.
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As Ulceras de perna sao de dificil tratamento e contribuem na perda da
qualidade de vida de seu portador, freqientemente essas Ulceras sdo dolorosas,
diminuem a capacidade de deambulacdo e independéncia do paciente, gerando
desemprego com perdas econdmicas e baixas auto estima causando isolamento
social devido a sua aparéncia e odor desagradaveis (SKARE et al, 2009).

Em estudo epidemioldgico de alteragdes venosas de membros inferiores
da populagao de Botucatu, SP, estimaram uma prevaléncia de varizes de 35,5% e
de formas graves de Insuficiéncia Venosa Crdnica com Ulcera aberta ou cicatriz de
ulcera de 1,5% (FRANGCA e TAVARES, 2003).

A insuficiéncia venosa crénica € uma anormalidade do funcionamento do
sistema venoso causada por uma incompeténcia valvular, associada ou nao a
obstrucdo do fluxo venoso, podendo afetar o sistema venoso superficial, o sistema
venoso profundo ou ambos (FRANCA e TAVARES, 2003).

Estima-se que as Ulceras venosas, afetam de 1% a 2% da populagéo
mundial (SELLMER et al, 2013).

A incidéncia das Uulceras de membros inferiores na Europa fica entre
0,18% e 1%. (SIQUEIRA et al, 2009).

No Brasil a incidéncia varia de 12 1,5%, conforme o autor. Levando-se em
consideracdo uma populacdo de 201.032.714 habitantes, o numero estimado de
afetados por feridas de membros inferiores varia de 2.010.327 a 3.015.490 de
pessoas (ABBADE e LASTORIA, 2006).

A Ulcera venosa em geral € uma ferida de forma irregular, superficial no
inicio, mas podendo se tornar profunda, comumente com exsudato amarelado,
raramente o leito da Ulcera apresenta tecido necrético ou exposicao dos tendodes.
Geralmente estdao localizadas na porcao distal dos membros inferiores
particularmente na regido do maléolo medial, podendo ocorrer também na porcao
superior da panturrilha e nos pés (ABBADE e LASTORIA, 2006).

As Ulceras arteriais tém como caracteristica profundidade variavel,
circundada por pele de coloragdo avermelhada ou cianética, pouca exsudativa,
guando presente geralmente a secrecao é sero-purulenta, o edema local é pequeno,
com coloracao de fundo pdlida ou negra devido a necrose, pouco profunda (rasa),
fétida, rebeldes a tratamento, estacionarias ou progressivas, de dimensodes
pequenas e arredondadas, de dificil cicatrizacdo e extremamente dolorosas
(BERSUSA e LAGES, 2004).



22

As principais causas de ulceras cronicas dos membros inferiores sé&o as
doencas venosa e arterial, sendo 60 a 70% delas sdo devidas a problemas venosos,
caracterizando a chamada ulcera venosa, e 10 a 25% a insuficiéncia arterial, a qual
pode coexistir doenca com doenca venosa caracterizando, portanto a Ulcera mista
(ABBADE e LASTORIA, 20086).

As Ulceras por pressao sao definidas como lesdes cutdneas ou de partes
moles, podendo ser superficial ou profunda, de etiologia isquémica, secundaria a um
aumento de pressao externa, e localizam-se usualmente sobre uma proeminéncia
o0ssea (BLANES et al, 2004).

As ulceracbes nos pés atingem em média 15% dos pacientes com
Diabetes Mellitus ao longo da vida, um estudo realizado no Brasil mostrou que
66,3% das amputacdes realizadas em hospitais gerais ocorrem em portadores de
diabetes (REZENDE et al, 2008). Varios fatores estdo envolvidos no desenvol-
vimento das Ulceras: neuropatia, doenca vascular periférica, limitacdo de movimento
articular, transtornos tréficos da pele e distribuicdo anormal de forcas mecénicas nos
pés. Dentre eles, o fator etiolégico mais importante € a neuropatia diabética
periférica (CISNERQOS, 2010).

Deiscéncia é a abertura espontanea de suturas cirurgicas, ou seja, uma
separacao das bordas dos tecidos que foram unidos por pontos (VIEIRA e SOARES,
2010).

Ferida limpa é de dificil classificacdo, podendo ser considerada como
aquela ocasionada por procedimento cirargico seguido de sutura. Nao apresenta
areas de inflamacao e infeccdo e ndo acometem o trato respiratério, digestivo e
genito-urinario (GOBO, 2011).

As feridas colonizadas contém microrganismo que nao representam uma
ameaca para o tratamento, enquanto feridas infectadas contém agentes patogénicos
que estdo em estado de replicacdo bacteriana virulenta comprometendo o
tratamento (SANTOS et al, 2012).

Quanto a caracteristicas perilesionais, na regidao ao redor das Ulceras
pode apresentar hiperpigmentagcdo uma coloracdo acastanhada caracterizando a
dermatite ocre. A lipodermotoesclerose esta frequentemente presente, caracterizada
por enduracgao e fibrose do terco distal do membro inferior, em casos mais graves a
aparéncia de membro acometido é de uma garrafa invertida. O eczema

caracterizado pela descamacao e prurido na regiao periulcera. Podendo apresentar
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também edema, varizes e descoloracdo da pele (ABBADE e LASTORIA, 2006).

O foco deste trabalho inclui feridas classificadas como crdénicas, cuja
topografia preferencialmente foi de membros inferiores, infectadas ou néo, na
maioria das vezes por insuficiéncia venosa, de causa de dificil determinagao,
podendo incluir pequenos traumas, feridas apo6s tromboflebites, picada de insetos,
etc.

O profissional de enfermagem esta diretamente relacionado ao tratamento
de feridas, tem como responsabilidade manter a observacéo intensiva com relacéao
aos fatores locais, sistémicos e externos que condicionam o surgimento da ferida ou
interfiram no processo de cicatrizacdo (MORAIS, OLIVEIRA e SOARES, 2008).

1.2 Cicatrizacao

A cicatrizagdo de feridas consiste em uma perfeita e coordenada cascata
de eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a
repavimentacao e a reconstituicao do tecido. Esse evento é um processo dinamico
que envolve fendbmenos bioquimicos e fisiolégicos a fim de garantir a restauracéo
tissular (MANDELBAUM et al, 2003).

O processo de cicatrizacdo comeca na fase inflamatéria que se
caracteriza por edema, calor, rubor, dor e perda de funcdo e tem inicio
imediatamente apds a ocorréncia da lesdo, logo apos ocorre a fase proliferativa que
tem por funcéo a reparacao tecidual e seu tempo de duracéo varia entre 4 a 24 dias,
caracteriza-se pela formagcdo de um tecido novo (tecido de granulacdo), que tem
aparéncia de pequenas massas nodulares vermelhas, em seguida ocorre a fase de
maturacdo que se caracteriza pela reorganizacdo das fibras de colageno e pode
durar de 21 dias a 2 anos (DANTAS e JORGE, 2005).

A limpeza da ferida tem por finalidade promover um ambiente favoravel a
cicatrizagcao, através da remocgao de fragmentos de tecidos necroticos, residuos da
cobertura anterior, excesso de exsudato, diminuindo o numero de microrganismos
na lesdo. A limpeza dever ser feita com soro fisiolégico a 0,9%, morno em jato para
garantir uma limpeza eficaz e ndo e minimizar os riscos de trauma na lesdo (CARMO
et al, 2007).

Ao encontrar tecidos desvitalizados em uma ferida, a preparacéo do seu
leito pode ser realizada através do desbridamento que consiste na remocao de
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tecidos desvitalizados ou colonizados (ABBADE, 2010).
1.3 Tratamento

O tratamento clinico que é oferecido ao portador de ulcera venosa
consiste na realizacdo do curativo, terapia compressiva, prescricdo de dieta que
favoreca a cicatrizacao, orientagcdes quanto a importancia de repouso e do uso de
meias de compressao apoés a cura da ferida (CARMO et al, 2007).

Os métodos de compressao disponiveis sdo as ataduras compressivas,
meias elasticas e compressdo pneumatica. Métodos que séo contraindicados se o
paciente apresentar doenca arterial periférica grave. Entretanto, no caso de Ulcera
venosa associada a doenca arterial leve a moderada, pode se considerar o0 uso de
compressdao com prudéncia, que deve exercer baixa pressdo durante o repouso
(compressao inelastica, ou seja, a bota de Unna € a mais tradicional) (ABBADE e
LASTORIA, 2006).

Pacientes com Ulcera extensa ou associada como comprometimento arterial
podem ser beneficiados com as técnicas de cicatrizagdo adjuvante, tais como pele
humana e revascularizacao arterial (BORGES, CALIRI e HAAS, 2007).

Existem atualmente diversos tipos de curativos no mercado, sendo
classificados como passivos ou convencionais interativos e bioativos. Os
convencionais tém como principio recobrir a lesdo apds sua limpeza mecénica
diaria. Os curativos interativos sdo geralmente permedveis a vapor d’agua e oxigénio
e impermeaveis a bactérias, absorvendo o exsudato da ferida, enquanto os bioativos
liberam substancias ativas na cicatrizacao da ferida (ARAUJO, 2007).

O tratamento instituido no ambulatério de Biocurativo foi o uso topico de
curativos biolégicos (gel de plaquetas e a membrana de quitosana) produzidos pelo
LEC.

1.3.1 Gel de plaquetas

Na producéo do gel de plaquetas, o sangue venoso € centrifugado para
produzir uma alta concentracdo de plaguetas em um pequeno volume de plasma,
formando o plasma rico em plaquetas (PRP), onde o plasma é a parte liquida e as
plaguetas atuam no processo de hemostasia, cicatrizacdo de feridas e re-
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epitelizagdo. Juntos, o plasma e as plaguetas sdo um hemocomponente, que
adicionado de trombina e calcio resulta na ativagdo das plaquetas e inicio do
processo de coagulacao formando o gel de plaquetas, que é rico em fatores de
crescimento como o PDGF, TGF-beta, EGF e VEGF (VENDRAMIN, FRANCO,
FRANCO, 2006).

PDGF: os PDGF, associados ou ndao com os TGF, aumentam a
vascularizacdo tissular, promovem a proliferacdo de fibroblastos, aumentam a
quantidade de colageno, estimulam producao de tecido de granulacao e melhoram a
osteogénese.

TGF-beta: os TGF ativam os fibroblastos para formacdo de
protocolageno, que resulta na deposi¢éo de colageno e cicatrizacao da ferida.

EGF: fator de crescimento epitelial (EGF) induz o crescimento de tecido
epitelial e promove também a angiogénese.

VEGF: o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) estimula a
angiogénese, a mitogénese e a permeabilidade vascular (VENDRAMIN, et al. 2006).

Tais fatores de crescimento estimulam a angiogénese, promovendo
crescimento vascular e proliferagéo de fibroblastos, proporcionando um aumento na
sintese de colageno. Estas propriedades tornam o PRP um produto com grande
potencial de melhorar a integracdo de enxertos, sejam eles 0sseos, cutaneos,
cartilaginosos ou de gordura, bem como estimular a cicatrizacdo de feridas
(VENDRAMIN, et al. 2006).

1.3.2 Membrana de Quitosana

A quitosana é um produto natural, de baixo custo, renovavel e
biodegradavel, de grande importadncia econémica e ambiental (AZEVEDO, et al.
2007). Biopolimero do tipo polissacarideo derivado da quitina um biomaterial
abundante na natureza, presente nas carapacgas dos crustaceos, nos exoesqueletos
dos insetos e nas paredes celulares de fungos. Tem sido usada em paises orientais
para o tratamento de queimaduras e cicatrizacao de feridas (CHANDY, SHARMA
1993). E indicada para aplicagdes, devido a sua compatibilidade com organismos
vivos. (FRAGA, et al. 2006). Tais biopolimeros degradam-se espontaneamente em

condicoes fisioldégicas naturais ou sdo absorvidos completamente pelo organismo,



26

em intervalos de tempo que permitem, em condicoes adequadas, a plena
substituicdo dos elementos teciduais (ASSIS, LEONI e NOVAES, 2007).

Suas aplicagdes na area de biomateriais sao: pele artificial, manufatura de
lentes de contato, membranas artificiais, periodontais, ortopédicas, engenharia de
tecidos, curativos inteligentes, com a liberacdo controlada de drogas e agentes
ativos (FRAGA, et al. 2006) e (ASSIS, LEONI e NOVAES, 2007). Recentemente
diversos estudos foram publicados, avaliando potenciais aplicagcbes da quitosana
como revestimento curativo ou como suporte para crescimento de células e
recuperacdo de tecido animal (KHAN et al., 2000; NETTLES e ELDER, 2001;
HOWLING et al., 2002; KHAN e PEH, 2003). Esses estudos além de focarem as
conhecidas propriedades bioadesivas (HENRIKSEN et al., 1996) e atividades
antifangicas da quitosana (JUNG et al., 1999), avaliam o carater hemostatico como
agente de estancamento sanguineo (ASSIS, LEONI e NOVAES, 2007).

A membrana de quitosana estimula a proliferacdo de células e a
organizacao dos tecidos. Prové estrutura para o crescimento celular e fornece
proteinas para a cicatrizacao, fortalece o novo tecido, atua como barreira contra
agentes infecciosos, minimiza a deformagdo cutanea, além de estimular a
coagulacao sanguinea natural, absorver os fluidos provenientes da ferida (exsudato)
e bloquear as terminagdes nervosas, reduzindo a dor. A quitosana é bastante util no
tratamento de feridas, pois aceleram o processo de cura das mesmas (NICOLOSI e
MORAES, 2005).

2 ESTUDOS DE FASE CLINICA

Estudos de fase clinica sao definidos pela ANVISA como

“Qualquer investigagdo em seres humanos, objetivando descobrir
ou verificar os efeitos farmacodinamicos, farmacolégicos, clinicos
e/ou outros efeitos de produto(s) e/ou identificar reagoes adversas
ao produto(s) em investigacdo, com o objetivo de averiguar sua
seguranca e/ou eficacia.” (European Medicines Evaluation Agency
-EMEA, 1997).
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Estdo descritos como protocolos clinicos, diferentes fases, incluindo a
denominada fase pré-clinica ou fase 0 (zero), onde sao realizados os ensaios in vitro
e em modelos animais. Até julho de 2014, 4 monografias de especializagdo e 16
dissertacdes de mestrado e uma tese de doutorado envolveram estas fases. Destas
21 produgdes cientificas, sete delas foram desenvolvidas por enfermeiras, incluindo
o trabalho de doutorado. As demais pesquisas envolveram equipe multiprofissional,
como médico, assistente social, fisioterapeuta, bidlogos, biomédico e farmacéutico.
As diferentes fases de estudo sobre biocurativo envolveram: 1)estudo da forma
farmacéutica, 2)vida de prateleira, 3)controle e seguranca da qualidade,
4)determinagédo do potencial imunogénico dos curativos bioativos; 5) avaliagdo dos
aspectos imunohematolégicos e leucoplaquetarios 6) determinacdo da forma
farmacéutica do gel de plaquetas com estudo de estabilidade e reologia. Além
destes trabalhos, foram desenvolvidos em parceria com a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, da UNESP de Botucatu, duas outras pesquisas envolvendo
cicatrizagdo em modelos animais, como feridas em cao e equinos. Em 2003, o
(CONEP) Conselho Nacional de Etica em Pesquisa aprovou o primeiro estudo em
seres humanos com o uso de biocurativos, mais especificamente, com o uso de cola
de fibrina em Ulceras de pressdo. De 1a para ca, inumeros trabalhos cientificos foram
realizados envolvendo tanto a cola de fibrina home made, como gel de plaquetas,
gel mix, terapia celular com células tronco mesenquimais autélogas. Uma avaliacao
critica do uso dos produtos levantou em consideracao de que o gel de plaquetas, por
ser rico em fatores de crescimento contribui efetivamente para o processo de
remodelamento das feridas crbnicas, no entanto apresenta algumas oportunidades
de melhorias do produto, entre elas: implementacao da forma farmacéutica (o gel de
plaquetas in natura é escorregadio, dificil de ser aplicado e sendo exclusivamente de
aplicagdo por profissional de enfermagem graduado e treinado, uma vez que
também exige a manipulagao estéril). Outro ponto destacado foi a impossibilidade de
transferéncia para cuidadores ou para aplicacao pelo préprio paciente e a dificuldade
de expedicao via correio, de material tao delicado e refrigerado (mantido a 4°C).
Diante disto, a busca pela estabilizacao dos fatores de crescimento em biopolimeros
desafiou a equipe que encontrou na quitosana parte das respostas procuradas.
Ensaio de biocompatibilidade das membranas de quitosanas com cultura de
fibroblastos e células tronca mesenquimais receberam apoio financeiro da Fundacao
de Apoio a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) sob a coordenacdo da
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Profa. Rosana Rossi Ferreira com o projeto intitulado: Estudo comparativo de trés
diferentes scaffolds para crescimento de célula tronco mesenquimal, fibroblastos e
queratinocitos. Processo n®2011/21862-5 (NUNES, 2014).

As diferentes fases dos protocolos ou ensaios clinicos estdo descritos no
quadro abaixo. Daremos destaque a descricdo da Fase |, que corresponde ao foco
deste trabalho aprovado pelo CEP, processo 4102-2011.

Na fase I, o nimero minimo de individuos objetos de estudo é de 20,
podendo chegar a 100. Corresponde a uma avaliacao inicial em seres humanos com
o objetivo de identificar a tolerancia, a maior dose tolerada, a menor dose efetiva, a
relagdo dose/efeito, a duragcdo do efeito, identificando os efeitos colaterais e
determinando a farmacocinética no ser humano, pela determinagdo do metabolismo
e a biodisponibilidade ( ANVISA, 2013).

Quadro 2 Diferentes fases nos estudos clinicos

Fase N2 Observacoes
individuos
Pré-clinica 0 Informacdes preliminares sobre atividade farmacoldgica e

seguranca.Mais de 90% das substancias estudadas nesta fase, sao
eliminadas: ndo demonstram suficiente atividade
farmacoldgica/terapéutica ou demasiadamente téxicas em
humanos.Atividade farmacoldgica especifica e perfil de toxicidade
aceitavel = passam a fase seguinte.

Fase | 20-100 Avaliacao inicial em humanos

Tolerancia em voluntarios saudaveis:

Maior dose toleravel

Menor dose efetiva

Relagéo dose/efeito

Duragéo do efeito , efeitos colaterais

Farmacocinética no ser humano (metabolismo e biodisponibilidade).

Fase Il 100-200 Primeiros estudos controlados em pacientes, para demonstrar
Estudo efetividade potencial da medicagdo. Indicagcdo da eficacia;
Terapéutico confirmagéo da seguranca; biodisponibilidade e bioequivaléncia de
Piloto diferentes formulacgdes.

Fase lll Minimo 800 Estudos internacionais, de larga escala, em multiplos centros, com

diferentes populagbes de pacientes para demonstrar eficacia e
seguranca.Conhecimento do  produto em doengas de
expansao.Estabelecimento do perfil terapéutico: Indicagbes - Dose e
via de administragdo; Contra-indicagdes; Efeitos colaterais. Medidas
de precaugbes. Demonstracdo de vantagem terapéutica (ex:
comparacdo com competidores). Farmacoeconomia e qualidade de
vida Estratégia de publicacdo e comunicacéo.

Fase IV Detectar eventos adversos pouco freqlentes ou ndo esperadas
Apos (vigilancia pés-comercializagao)

aprovacao * Estudos de suporte ao marketing

para * Estudos adicionais comparativos com produtos competidores
comercializa * Novas formulagdes (palatabilidade, facilidade de ingestao).
cao do

produto

Fonte: arquivo pessoal, 2014.
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Este projeto encontra justificativa no fato de que os pacientes
beneficiados com o tratamento com o Biogel, ndo conseguem fazer uso do produto
em seu domicilio, pela condicdo escorregadia do mesmo, que determina grande
perda do curativo, pela dificuldade na auto-aplicagdo, limitando o beneficio aos
pacientes que conseguem um deslocamento a cada 4 dias para 0 servico
especializado. Frente a isto, o LEC desenvolveu nova forma farmacéutica no sentido
de beneficiar pacientes com dificuldade semanal de deslocamento as Unidades
Basicas de Saude para proceder a troca de curativos, preservando a concentragao

necessaria de hormdnios para promog¢ao da regeneragao dos tecidos.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral
Validar o uso da membrana de quitosana dopada (Quitogel) com
hormonios derivados de plaquetas em feridas crénicas, comparando com o gel de
plaquetas.
3.2 Objetivos Especificos
¢ Estabelecer o perfil de novos casos atendidos no ambulatério de
Biocurativos no periodo de 24 meses segundo os parametros: sexo, idade,
etnia, tempo médio de ferida aberta em meses, etiologia da ferida,
produtos comercializados  prescritos, percentual dos produtos
comercializados utilizados pelos pacientes, nivel sécio econdmico dos
pacientes, tipo de moradia e familia, parametros psico-sociais,
¢ Comparar o desempenho da membrana de quitosana dopada com
horménios plaquetarios versus Gel de plaquetas, levando em
consideracao os seguintes parametros: diminuicado do tamanho da lesao,
tempo de acdo para fechamento da lesédo, consisténcia do tecido neo-
formado e dor;

¢ Estabelecer e comparar efeitos adversos referidos em ambos os produtos.
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4 METODOS E CASUISTICA

Trata-se de um estudo prospectivo e do tipo ensaio clinico controlado,
cujo delineamento teve a colaboragdo do Grupo de Apoio a Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu-UNESP.

A metodologia para a produ¢do da membrana de quitosana enriquecida
ou dopada com hormdnios derivados de plaquetas foi realizada em trés diferentes
etapas como a selecdo dos concentrados de plaguetas para a producdo dos
horménios extraidos dos granulos como PDGF, VEGF, TGF-B entre outros, a
producdo e testagem dos lotes de membrana de quitosana e a dopagem
propriamente dita, ou seja, o enriquecimento das membranas de quitosana

tornando-as Quitogel.

Figura 2 Etapas de producao da Membrana de Quitosana dopada
com horménios plaquetarios

+ Selecionaros Concentrados de I5Iaquetas )
para produgao dos HDP

+ Extrair e caracterizar os Horménios
Derivados de Plaquetas J

* Produzir e testar lotes de Membrana de
Quitosana

* Dopar a Membrana de Quitosana

* Proceder a Esterilizacao por oxido de
etileno

Fonte: Arquivo pessoal, 2014

Para a selecdo dos concentrados de plaquetas, foi seguido o Procedimento
Operacional Padrao do Laboratério de Engenharia Celular, a seguir (figura 3).
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Figura 3 Fluxograma da selecao dos concentrados de plaquetas para a
extracao dos hormonios derivados de granulos plaquetarios.

TRANSFERENCIA DO PFC E CP PARA LABORATORIO
ENGENHARIA CELULAR

l

CONFERENCIA DAS ETIQUETAS
CODIGO DE BARRAS

MANTERNO
FREEZER
CONFERINDO A
CADA3MESES.
DURANTE12
MESES
|
)
CONSTITUIR POOL DE 10 U
- NAO DOOU EM
NOVA DOACAO 12 MESES*
SOROLOGIA SOROLOGIA

INDETERMINADA
OU REAGENTE

l

DESCARTE |«

NAO REAGENTE

Fonte: Manual de Procedimento Operacional Padrao do Laboratério de Engenharia Celular, 2014
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Ap6s a transferéncia dos Concentrados de Plaquetas do Setor de
Processamento do hemocentro de Botucatu para o LEC, foram processados
registros manuais, em livros Ata, com abertura oficial da VISA/Botucatu, com a
finalidade de se garantir a rastreabilidade dos produtos, conforme identificado na

figura 4.
A Constituicao dos lotes de CP seguia as etapas abaixo:
1. ldentificado os CP de doacéo de repeticdo, por grupo sanguineo;
2. Transferéncia estéril, das bolsas para frascos;

3. Os roétulos de cada bolsa do lote sao colados em livro ata com data e

assinatura do responsavel.

Figura 4 Identificacao dos Livros Ata de registro oficial dos dados de
producao dos lotes de CP

e Gy Lote

S T 026/2011 5

B

i

Bt

LG 2"

;'ﬁ'e-ﬂad."-
Wit qu'la‘ i

—

Fonte: LEC, 2014

A validagao dos pools de concentrado de plaquetas levou em consideracao

0s seguintes indicadores:
¢ Inspecéo visual (descartado CP lipémicos ou turvos)
e NUmero (concentracdo de plaquetas/mm3) 5X10%""

e Andlise microbiol6gica para aerobio, anaerdbio e fungos: hemocultura
em tecnologia automatizada - BactAlert® (Instituto de

Biociéncias/Laboratério de Microbiologia externo)
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Figura 5 Controle de Qualidade Microbioldgico e validacao da matéria prima

LEC Laboratdrio de Microbiologia do Instituto de
Biociéncias

Matéria prima liberada para
processamento=validada

Emissao de laudo da microbiclogia = cultura
negativa

Fonte: LEC, 2014
Quanto a extracao e caracterizagcao dos hormoénios derivados de plaquetas, a
figura 6, representa graficamente as etapas realizadas pela equipe de biomédicos e

farmacéutica do LEC.

Figura 6 Extracao e Caracterizacao dos hormonios derivados de plaquetas

=]

ra \"\

Pool de CP
validado

) 3 Choque osmatico
4 + . + 4 -+ 4 — Y I \

Centrifugacdo para
eliminac3o das membranas
plaquetarias

' . Dosagem dos HDP:
Liberagdo para - PDGF, VEGF por teste
uso ELISA

Fonte: LEC, 2014
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Quanto a producao e teste dos lotes de membrana de quitosana, como se
trata de uma etapa farmacoldgica, apresentaremos sob a forma de fotografias
(figuras 7 e 8).

Figura 7 Preparo da Membrana de Quitosana

Pesagem da quitosana pura=> diluicdo @  homogeneizagdo=>» ajuste rigoroso do pH

Fonte: LEC, 2014; ALVARADO, 2012.

Figura 8 Incorporacao /Dopagem com HDP = Quitogel

A incorporacao de HDP segue as etapas a seguir:

Incorporagdo dos HDP=>» Acondicionamento =» Preparo da membrana ndo reticulada

ETO = esterilizagéo por 6xido de etileno

Fonte: LEC, 2014; ALVARADO, 2012.
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4.1 Tamanho Amostral

O ambulatério de Biocurativo, funcionando exclusivamente para
atendimento de pacientes com projetos aprovados pela Comissdo de Etica em
Pesquisa (CEP). Neste periodo, a demanda atendida foi por busca espontanea,
assim como aqueles encaminhados para a pesquisa, oriundos de demais
ambulatérios assistenciais do HC, como Servigo de Dermatologia, Cirurgia Vascular,
Pronto-Socorro, Unidade de Tratamento Intensivo, Cirurgia Plastica e Clinica
Médica. Apos a primeira consulta, identificando-se a etiologia da ferida, € que se
pode dirigir o conjunto de pacientes que poderiam ser inseridos neste protocolo de
pesquisa. Para tanto, foram estabelecidos critérios de inclusdo e exclusdo. Em
projeto anteriormente assessorado pelo GAP, o numero amostral estimado foi
elevado sendo que na pratica nao foi possivel atingir (GOBO, 2010). Desta forma,
entende-se que este projeto ndo faz a comparacdo com produto de mercado, pois
inexistia na época do inicio do protocolo, produto semelhante. Na presente pesquisa
houve a comparacéao do produto home made denominado Biogel (gel de plaguetas),
com a membrana de quitosana enriguecida com horménio derivados de plaquetas

(Quitogel).

Neste protocolo, estimou-se acompanhar 30 pacientes, sendo 15
pacientes tratados o gel de plaquetas e 15 tratados com Quitogel conforme figura 9.

Figura 9 Constituicao dos Grupos de Pesquisa para uso de Quitogel

Constituicdo dos

GP Grupos de Pacientes

Fonte: arquivo pessoal, 2014
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4.2 Critérios de Inclusao e Exclusao

Quanto aos critérios de inclusdo estabeleceu-se: ser portador de feridas
cronicas, aceitar participar da pesquisa e ter mais de 18 anos. Os indicadores de
exclusdo para participagdo na pesquisa foram: ser portador de doencas auto-
imunes, levando em consideracdo que estes pacientes podem desenvolver
anticorpos contra proteinas plasmaticas, presente em alta concentragao tanto no
Biogel quanto no Quitogel. Outro indicador especifico foi se o paciente ja é portador
de ferida neoplasica, tendo em vista que os horménios de crescimentos presentes
nas formulagdées podem estimular o crescimento neoplasico. Um dos indicadores de
grande relevancia, para exclusdo do uso do Quitogel, é a alergia declarada a
quitosana, que segundo a literatura, 4% da populacdo em geral é alérgica a
camardao. A quitosana é um polimero extraido originalmente da carapaca de

crustaceos (quadro 3).

Quadro 3 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de Inclusao Critérios de Exclusao

Ser portador de feridas crénicas em membros | Portadores de doengas auto-imunes
inferiores

Aceitar a participacdo em projeto de pesquisa | Ferida neoplasica

Ter mais de 18 anos Alergia declarada a quitosana

Fonte: arquivo pessoal, 2014

4.3 Metodologia

Foram incluidos no estudo pacientes provenientes da procura
espontanea ocorrida na sequéncia da divulgacao pela midia sobre Biocurativos. A
Instituicdo disponibilizou um e-mail especifico: biocurativo@fmb.unesp.br, no qual

0s pacientes se cadastraram para o atendimento. Estes pacientes foram
contactados por e-mail ou telefone para agendamento da primeira consulta e
avaliagdo Médica, de Enfermagem e Assistente Social. As consultas foram
realizadas no ambulatério de Biocurativo/Hematologia, as segunda e quarta-feira, no
periodo da manha, tendo sido esclarecido de que o tratamento € experimental. Apds
a concordancia do paciente em participar do protocolo de pesquisa, foi assinado o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1).
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4.4 Procedimentos Eticos

A pesquisa obedeceu a nova Resolugdo 196/96 sobre Aspectos Eticos da
Pesquisa envolvendo Seres Humanos. O projeto foi encaminhado ao CEP tendo
recebido numero 4102-2011, a coleta de dados se iniciou apds sua aprovacao
(ANEXO 1).

4.5 Coleta de Dados

Foi realizada abertura de prontuario no hospital para os pacientes que
néao possuiam cadastro n HC da Instituicao e foi realizada também ficha de cadastro
especifica do Ambulatério de Biocurativos que produziu dois diferentes instrumentos
de avaliagcdo: 1) instrumento de enfermagem — para registros de dados da saude do
paciente e informacdes pertinentes ao seu tratamento e 2) instrumento semi-

estruturado para avaliacao das condi¢des sdcio-psico-econdmicas.
4.5.1 Instrumento de Enfermagem

Foram utilizados como modelo trés instrumentos de enfermagem utilizados
em projetos de pesquisa envolvendo Biocurativo, e re-delineado conforme as
necessidades do projeto em questédo. Trata-se de um instrumento semi-estruturado,
com dados objetivos e espaco para observagdes profissionais de relevancia. Este
instrumento é composto por 4 blocos de informacdes: 1) dados gerais, 2) avaliagao
geral dos membros inferiores com determinacdo do indice tornozelo-braquial e
informacgdes referentes as doencas pregressas e comorbidades, 3) exame e dados
das feridas tais como tempo de evolucédo, localizacdo, fase de cicatrizacao,
conteldo microbiano, bordas, exsudato, etc. e 4) O grupo de estudo a que o
paciente foi incluido. Este instrumento de avaliagdo esta anexado (APENDICE 2).

4.5.2 Instrumento de Socio-psico-econémico

Este instrumento foi delineado com um total de 38 questdes, das quais, para
a identificagcao sécio-econdmica foram destinadas 7 perguntas, saude geral outras
4, aspectos fisicos 15 perguntas, aspectos psicolégicos 8 questdes e dados da
familia 4 perguntas.

Ap6s o preenchimento inicialmente do instrumento de enfermagem dos
pacientes elencados como aprovados no critério de inclusao e portadores de Ulceras
venosas, foi determinado o indice tornozelo-braquial, realizada a biépsia por punch,
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dado orientagcdes quanto a alimentacéo, exercicios fisicos, terapia compressiva e
obtido a fotografia da ferida.

Os retornos aconteceram a cada 30 dias, sendo que este tempo foi abreviado
nos casos que se fizeram necessario. No dia a dia, as trocas dos curativos
aconteceram em domicilio, ou até mesmo no ambulatério de biocurativos. Os
pacientes foram acompanhados por 90 dias, conforme o protocolo e os que
continuavam com a lesdao aberta permaneceram recebendo atendimento até o

fechamento da mesma.

4.6 indice Tornozelo-Braquial

O exame de ultrassonografia Doppler deve ser realizado para determinar o
indice sistélico entre o tornozelo e o braco (ITB). E uma técnica simples, ndo invasiva,
onde sera analisado o indice pressorico. O aparelho é composto por
esfigmomanémetro, cuff, Doppler vascular portatil (figura 10). O indice é calculado
com o valor mais alto da pressao sanguinea sistolica do tornozelo, dividido pela
pressao sanguinea sistélica da artéria braquial. O ITB abaixo de 0,9 indica que existe
componente de insuficiéncia arterial influenciando o desenvolvimento da ulcera. O
ITB abaixo de 0,7 é muito significativo e, quando nao houver qualquer anormalidade
venosa, pode indicar que a insuficiéncia arterial é a Unica causa da ulcera (FARIAS e
SOUZA 2010), (ABBADE e LASTORIA, 2006).

Figura 10 Técnica da medida do indice sistolico tornozelo-braco (ITB)

Fonte: ABBADE E LASTROIA, 2006.

Com o diagnéstico de ulcera venosa estabelecido, foi preconizada, ja na
primeira abordagem, a utilizacdo de atadura elastica como parte do protocolo de

acompanhamento destes pacientes.
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4.7 Fotografia

As fotografias foram realizadas com camera digital Sony®, a uma distancia
de aproximadamente de 15 cm da lesdo. Foram utilizadas etiquetas com a
identificacdo do paciente e a quantidade de dias acompanhados, para servirem de
parametro na hora da medicao da ferida, através do software livre Image J, cuja barra
de ferramentas esta na figura 11.

Figura 11 — Barra de ferramentas do software livre Image J para
medicao da area da ferida

mages I x

File Edit Image Process Analyze Plugine Window  Help
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#=10.74, v=2.35, angle=359.84, length=4.71

Fonte: http://imagej.nih.gov/ij/ acessado em 21/10/201 1

4.8 Determinacao do Curativo

A determinacdo dos curativos de membrana de quitosana, que foram
utilizados, foi de acordo com o grau de instrugcdo do paciente, mobilidade fisica,
cidade onde mora, alergia ou ndo a quitosana.

Sendo assim, os pacientes de Botucatu com bom grau de instrugéo, boa
mobilidade fisica e ndo alergia a quitosana necessariamente utilizaram a membrana
de quitosana, devido a menor distancia do ambulatério de Biocurativo e para melhor
acompanhamento da ferida, pois se trata de um curativo em experimento.

Os pacientes que residiam em regides mais distantes utilizaram o gel de
plaquetas devido ao fato de ja se conhecer a eficacia do produto.

4.9 Bidpsia por Punch

As biopsias de punch foram realizadas as segunda-feira, no ambulatério
de biocurativo, pela Dra. Luciana Patricia Fernandes Abbade, Dermatologista, no
inicio da aplicagdo da membrana de quitosana (D°), e no final do tempo de
acompanhamento (D%°), somente para pacientes que nao fecharam completamente
a lesdo, no sentido de avaliar o padrdao de vascularizacao e celularidade. Para as
biépsias, foram utilizados punch dermatolégico de 4mm na borda da lesao (figura
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12).

Figura 12 — Dispositivo para bidpsia de pele, tipo Punch 4mm

Fonte: www.ortovert.com.br acessado em 17/04/2011

4.10 Terapia Topica

Inicialmente, o leito da ferida foi preparado com Biofibrin, ou, nos casos
em que a lesdo com tecido de granulacdo, colocado direto no tratamento como

Biogel ou Quitogel.

4.10.1 Realizacao do curativo
4.10.1.1 Utilizando o Biofibrin, Gel Mix, Biogel

Limpeza com Soro Fisiolégico (SF) a 0,9% aquecido, em jato de em
média 12 psi com auxilio de agulha 21G (MARTINS e MENEGHIN, 2012);

Desbridamento mecénico quando necessario;
Colocagéao da cobertura (Biofibrin ou Gel de plaquetas);
Colocacao da faixa crepe e faixa eléstica;

Troca diaria do curativo.

4.10.2 Utilizando a Membrana de Quitosana

Para o uso da membrana, foram feitas placas de tamanho variavel,
customizado para cada paciente. Para feridas circulares as membranas foram

preparadas em Placas de Petri, arredondadas.
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Limpeza com SF 0,9% aquecido, em jato de em média 12 psi com auxilio
de agulha 21G (MARTINS e MENEGHIN, 2012);

Desbridamento mecanico, se necessario;

Hidratacdo da membrana de quitosana (Quitogel) com soro fisiolégico no

momento do uso;

Aplicacao do Quitogel;

Irrigagéo diaria da gaze primaria com SF 0,9%,

Colocacao da faixa crepe e faixa eléstica;

Troca do curativo primario a cada 4 dias.

4.11 Indicadores de Monitoramento

e Diminuigéo da extensdo da lesdo em cm?: D* e D®. através da mensuragéo e

fotografia digital;

Avaliacao

qualitativa da

vascularizacao

por meio

do exame

anatomopatolégico: D° e D®. Processo monitorado através de bidpsia por

punch.

Quadro 4 Critérios de acompanhamento na bidpsia de pele tipo Punch

Vascularizacao

Celularidade

Tempo Escore Distribuigao Arranjo | Infiltrado Predominancia | Estroma
Linfocitério

DO

D90

Fonte: arquivo pessoal, 2014.

4.12 Mensuracao

A mensuracao das lesdes foi realizada pela propria pesquisadora, através da

analise das fotografias digitais pelo software Image J conforme a figura n® 13,

abaixo
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Figura 13 Mensuracao das Lesoes pelo Software Image J

15.37x11.48 cm (640x478), RGB, 1.ZMB
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Fonte: Arquivo pessoal, 2014.

Foram utilizadas etiquetas como ponto de referéncia em centimetros. Apéds
medir a etiqueta foi desenhado o contorno da ferida para determinar a area da
lesdo. Foram realizadas 3 medicbes para cada lesédo, devido ao fato da lesao
apresentar bordas irregulares, podendo acorrer erro humano na medicdo e
calculado a média entre elas. Em casos de lesdes circundantes foi feito e decalque
da mesma em plastico filme e fotografado com etiqueta de referéncia.

4.13 Avaliacao Qualitativa da Vascularizacao

A avaliacdo qualitativa da vascularizagdo foi feita através de laminas
confeccionadas pelo laboratorio de imunohistoquimica e avaliadas pela Prof. Dra.
Maria Aparecida Custédio Domingues, do Departamento de Patologia, com
contagem de vasos por campo, na coloracao de hematoxilina-eosina.

Quanto a vascularizacao foram analisadas as bidpsias de 2 pacientes
tratados com Quitogel e 3 pacientes tratados com GP, que permaneceram no estudo
até D% sem apresentar cicatrizagdo completa da lesdo. Através da coloracdo de
hematoxilina-eosina, as amostras foram avaliadas quanto ao critério de
vascularizacdo, sendo observados a proliferacéo, distribuicdo e arranjo dos vasos.
Quanto a celularidade foi avaliada a presenca ou nao de infiltrado inflamatorio,
predominancia celular e estroma.
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4.14 Analise Estatistica

Foi realizada analise estatistica descritiva, com determinacéo de percentuais,

em funcdo da necessidade de parada das atividades deste projeto.

4.15 Casuistica

Durante o periodo de 24 meses, 135 novos casos de feridas crénicas de
membro inferior, de etiologia mulfatorial foram atendidos no ambulatério de
Biocurativos. Estes pacientes foram submetidos a diversos tratamentos, mas a
analise do perfil sécio-psico-econémico foi tracada. Destes 135, participaram do
estudo 27 paciente, proveniente de demanda espontanea, envolvendo um total de

31 lesoes.



Bonttiids e S irrnii
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados em duas fases distintas: aqueles
referentes a produgdo da membrana de quitosana e os dados pertinentes aos
pacientes.

O LEC recebeu no ano de 2013, 674 bolsas de concentrados de
plaquetas vencidas. Destas, apds o processamento de qualidade conforme descrito
no Fluxograma de Selecdo dos Concentrados de Plaquetas para a Extracdo dos
Horménios Derivados de Granulos Plaquetarios, que consta na pagina 32 do
capitulo anterior, 350 delas correspondiam a doadores de sangue de repeticdo com
pelo menos 3 sorologias nao reagentes para doencgas infecto-contagiosas. O
excedente de CP ocorre, pois muitos pacientes oncologicos agendados para o
recebimento de concentrado de plaquetas podem nao fazer a depressao de medula
O0ssea, chamada aplasia medular, na data prevista, ou mesmo nao fazé-la na
intensidade que o médico previu, uma vez que existe a resposta individual de cada
um para as drogas quimioterapicas. Outros pacientes podem ter ido a ébito antes
de receber o hemocomponente previsto. Além disto, existe sempre a producao de
concentrado de plaquetas denominado estoque estratégico, para atender demandas
inesperadas, como pacientes oncoldgicos de outros municipios, em viagem, e que
comecem a sangrar e necessitem fazer transfusdo no Pronto Socorro da Unesp, ou
ainda, politraumatizados graves que fazem plaquetopenia pés hemorragia copiosa.
O servico de produgcdo de hemocomponentes trabalha com estatisticas anuais, por
periodo, e assim estabelece suas estimativas. Estas estimativas podem
eventualmente estar hiperdimensionadas. Todos estes fatos, acrescido ao fato de
que os CP tem curta vida de prateleira (5 dias) e sao rigorosamente controlados por
legislac@o especifica como a RDC n® 2712 de 12 de novembro de 2013 que prevé
seu descarte apoés este tempo. O indice de descarte de concentrado de plaguetas
no Hemocentro de Botucatu anualmente varia de 42,74% a 46,30% (MASTRANJO,
2014). Apos a utilizacao destas unidades para a producao de biocurativos, este
indice caiu a zero, pois todas as unidades vencidas para uso venoso, séo validadas
para a producdo de hemocomponente especial, denominagédo esta dada na ultima
portaria n°2712/2013, para cola de fibrina e gel de plaquetas de uso externo
(BRASIL, 2013). A partir da regulamentacdo destes produtos como
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hemocomponentes especiais, 0s biocurativos s&o considerados como
hemocomponente, necessitando de prescricdo médica e de aplicagdo por equipe de
enfermagem treinada, ndo necessitando de patentes ou registros junto a ANVISA.
No entanto, o Quitogel, por se tratar da inclusdao de um polimero, a quitosana, e a
transformacdo em membrana com vida de prateleira superior a 6 meses, devera
passar pelos tramites da deposicao de patente pela Agéncia Unesp de Inovacgao
(AUIN).

As 350 bolsas de CP geraram 35 diferentes lotes de matéria prima
validada, com concentracbes médias de fibrinogénio de 180mg%, determinagéo de
PDGF de 13.000ng/dl e VEGF de 300ng/dl. Todos os lotes acima, encaminhados
para controle microbiolégico no Laboratério de Microbiologia do Instituto de
Biociéncias tiveram resultado negativo para aerdbio, anaerébio e fungos. Este
resultado evidencia a qualidade do servico de hemoterapia executado no
Hemocentro de Botucatu, pois se sabe pela literatura, de que concentrados de
plaquetas podem apresentar contaminagcdo bacteriana em funcdo de seu
armazenamento ser a 22°C. Segundo MARTINI et al, (2010) em trabalho realizado
no Hemocentro do Rio Grande do Sul, 1,7% dos concentrados de plaquetas
apresentam crescimento bacteriano. Os trabalhos de validacdo da membrana,
testes de citotoxidade, estimulo ao crescimento de células tronco, fibroblasto
derméide e queratinécitos foram objeto de duas outras pesquisas que antecederam
esta de fase clinica (NUNES, 2014 e ALVARADO, 2012).

Apéds a obtencao dos HDP, o volume final de cada lote foi dividido em
duas partes iguais € mantido congelado -30°C para a producéo de lotes de Biogel e
de Quitogel. O tamanho e a forma das membranas foram definidos pela
enfermagem, podendo ser circular ou retangular e em diferentes medidas. Na figura
14 pode-se observar membranas circulares, de pequeno tamanho, embaladas em
envelope grau cirargico, pronto para uso, antes da re-hidratagdo com soro

fisioldgico.
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Figura 14 Quitogel pronto para uso

Fonte: SILVA, 2011

Como o trabalho de ALVARADO (2012) explorou teste de atividades
antimicrobianas e provou que na membrana de quitosana ndo havia crescimento
bacteriano, em especial para: Staphylococcus aureus (ATCC n® 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC n® 27853) e atividade antifungica para Levedura
Candida albicans (ATCC n® 10231) nao foi procedida a esterilizagdo dos primeiros
lotes de membranas. A atividade antimicrobiana e antifungica foi extremamente
valorizada na hora da escolha do polimero. Considerou-se que a produgcao em area
limpa seria segura ndo havendo necessidade de esterilizagdo. Esta conduta foi
suspensa, apds a inclusdo de paciente que levou o material para casa para a
realizacdo dos curativos, e os devolveu por estarem com fungos. Varias hipéteses
foram levantadas entre elas: falha pela ndo esterilizagao terminal; falha no processo
de producao; problemas no armazenamento domiciliar (figura 15).

Figura 15 Fotografia de Quitogel com crescimento de fungos

Fonte: Arquivo pessoal, 2014

Todas as hipdteses levantadas foram determinantes de oportunidades de

melhorias, com ag¢des que pudessem rastrear e redimir o problema. Quanto a falta

de esterilizagdo, foram testados dois metodos: sistema Sterrad® que funciona a
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baixas temperaturas, (excluindo a hip6tese de derretimento da membrana como no
caso de autoclaves convencionais € a hipotese de perda da funcdo dos horménios
plaquetarios) e utiliza vapor de peroxido de hidrogénio (H2O.), sem deixar residuos
toxicos. No entanto, as membranas sofreram alteracdo conformacional ficando
retorcido, 0 que conferia as mesmas uma apresentagdo visual ndo confiavel. No
entanto, esta alteragdo néo interfere nos resultados obtidos por SILVA (2011) em
cultura com células tronco mesenquimais, 0 que provavelmente nao traria
problemas no processo de cicatrizacdo. Entendendo que a apresentacdo do produto
€ um dos fatores determinantes da adesao ao tratamento, a esterilizacao por este
método foi abandonado. O segundo método testado foi 6xido de etileno, sendo
utilizado um contrato com empresa terceirizada que presta servico para a area da
saude. De cada lote, manteve-se 1 unidade sem esterilizar, mas acondicionando em
ambiente livre de umidade, como indicado na etiqueta do produto. Apés voltar o lote
esterilizado por ETO, outra membrana foi mantida guardada igualmente para
controle. Nenhuma das duas membranas, de cada lote, teve crescimento bacteriano
ou fangico como se pode observar na foto abaixo (figura 16), onde a membrana foi
preparada em 20/11/2012 e até 20/07/2014 (21 meses). Quanto a falha no processo
de producao, foram recuperados os testes microbioldgicos realizados com placas de
contato no ambiente do fluxo laminar (local onde se preparam os biocurativos), que
apos terminar o lote, é feito uma cultura controle do ambiente, e do produto
manipulado para liberacdo do produto. Todos os laudos foram negativos, desta
forma, descartou-se a possibilidade de que tenha ocorrido erro de manipulacdo e
falha no processo produtivo. Quanto a hip6tese de falha no armazenamento
domiciliar, a paciente foi questionada sobre as condicbes e insistentemente
informava que fez tudo certo, no entanto, quando perguntado se em algum lugar da
residéncia havia area com mofo, a resposta foi positiva. Desta forma, concluimos
que a falha € de armazenamento domiciliar. Para resolver o problema, haveria
necessidade de se mudar o envelope externo para embalagens aluminizadas que
sao de alto custo, e ndo havia tempo habil para validacao, portanto, definiu-se que
0s pacientes para este protocolo deveriam ser domiciliados em Botucatu e ter
disponibilidade de fazer as trocas no ambulatério de Biocurativos, o que limitou

demasiadamente o numero de pacientes disponiveis.
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Figura 16 Membrana de Quitosana enriquecida com HDP, vida de
prateleira de 21 meses, sem esterilizacao
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Fonte: Arquivo pessoal, 2014

Tendo abordado os aspectos produtivos da membrana de quitosana
dopada com HDP, abordar-se-a o perfil dos pacientes atendidos no ambulatério de
Biocurativos de novembro de 2011 a novembro de 2013. Durante o periodo de 24
meses, 135 novos casos de feridas cronicas de membro inferior, de etiologia
mulfatorial foram atendidos no ambulat6rio de Biocurativos. Nestes 135 pacientes,
o sex-ratio foi de 2 mulheres/1 homem, onde 66,66% da casuistica de novos casos
de feridas crénicas de membros inferiores eram do sexo feminino e 33,33% do sexo
masculino. Ao se analisar a média de idade, observou-se que existe uma diferenca
nao significativa, mas ligeira tendéncia de maior idade para as mulheres, bem como,
€ nas mulheres que as feridas crénicas sao de mais dificil abordagem terapéutica,
pois 0 tempo médio de feridas em meses foi de 114,76 para mulheres e 87,68 para
homens. Nesta pesquisa foram incluidos 27 pacientes portadores de 31 lesdes.
Destes, 70% eram do sexo feminino e 30% do sexo masculino, com sex-ratio de
3/1, corroborando com achados anteriores. Na andlise da idade dos pacientes
elencados para este projeto observa-se uma tendéncia a terceira idade, com
aumento da meédia de idade tanto para homens como para mulheres.
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Quadro 5 Perfil de novos casos do ambulatorio de Biocurativos,
num periodo de 24 meses, segundo sexo, média de idade e tempo de ferida
aberta

Masculino 45 (33,33%) | 8 (30%) 49,57 63,8 87,68 66,4
Feminino 90 (66,66%) | 19 (70,37%) | 52,91 74,5 128,3 92,6
Total 135 (100%) | 27 (100%) 51,8 69,15 114,76

Fonte: Arquivo pessoal, 2014

A analise do diagndstico etiolégico das feridas através do uso do
instrumento de enfermagem descrito no capitulo de Métodos e casuistica, a Ulcera
venosa foi a mais prevalente em mulheres, fato este ja registrado em pesquisas
anteriores pelo grupo de pesquisa (COTRIM, SILVA E DEFFUNE, 2013). Muitos
trabalhos na literatura especializada apontam que a maior prevaléncia de feridas
cronicas é no sexo feminino em fungdo da questdo hormonal, uso de pilulas
anticoncepcionais, apresentarem alguns fatores que contribuem para o
aparecimento de varizes, como exemplo os horménios da gestacdo, menstruacao,
menopausa e uso dos anticoncepcionais, que aumentam o risco de varizes.
(MAFFEI et al., 2008).

As feridas crbnicas de origem traumatica foram mais prevalentes no sexo
masculino, bem como a deiscéncia e a ferida diabética (quadro 6). Poucos sédo os
trabalhos na literatura que apresentam prevaléncia maior de feridas cronicas de
venosa para o sexo masculino. No entanto, SILVA (2012), em dissertacao na area
de saude publica intitulada “Feridas Crbnicas: conhecimento e importancia do
tratamento sob a 6tica do paciente”, descreve que 71% dos pacientes sdo do sexo
masculino. Destaca-se que a casuistica apresentada no trabalho € pequena, o que
pode justificar tal prevaléncia.
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Quadro 6 Etiologia das feridas crénicas, segundo o sexo, hum periodo de
24 meses, no ambulatorio de Biocurativos.

Sexo
Tipo de ulcera Feminino Masculino
Venosa 73(81%) 29(64%)
Traumatica 2(2%) 4 (9%)
Diabética 4(5%) 5(11%)
Lupus 2 (2%) 0
Linfoma de baixo grau 1(1%) 0
Mista/arterial 7(8%) 3(7%)
Deiscencia 1(1%) 2(4,5%)
uP 0 2(4,5%)
Total
90(100%) 45(100%)

Fonte: Arquivo pessoal, 2014

Quanto a etnia, foram classificados como branco, pardo ou negro. Nao
houve diferenga estatistica significante entre a distribuicao dos 135 casos novos do
ambulatério de Biocurativo e dos 27 participantes da pesquisa, cujos percentuais
foram: 85% dos pacientes foram classificados como brancos, 11% como negros e
4% de pardos diferindo da distribuicdo apresentada pelo IBGE de 2010, onde o
percentual de brancos para a regiao é de 49%, negros 9% e de 43% para pardos.
Esta discordancia pode ser justificada pela ampla divulgacédo sobre os Biocurativos
pela midia em 2011, no entanto corrobora os achados de PADULLA e AGUIAR
(2009).

Quanto ao grau de instrucao dos pacientes, 41% tinham apenas ensino
fundamental |, 14% fundamental Il, ensino médio 18% e 27% deles cursaram nivel
superior completo. Este fato deve ser o determinante do nivel econémico mais
elevado que foi identificado neste trabalho, onde a avaliacdo do estudo do nivel
sécio econbmico dos pacientes revelou que a maioria é do extrato B1.
Provavelmente pela ampla divulgacdo por TV, que atraiu pacientes das mais
diferentes regiées, mostrando que ferida crénica, ndo € um problema de pobre, mas

de saude publica e que o nao fechamento de uma lesdo pode ter causas biolégicas
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ligadas a genética e padrao de DNA do individuo. A renda minima identificada foi de
R$620,00 para 3 pacientes/135 e a maxima de R$30.000,00 para outro paciente.
Quanto as condicdes de moradia, para 80% dos pacientes a casa era prépria, com
em meédia 5 comodos onde vivem 2 pessoas. Estes dados sao contrarios aos
publicados por MALAQUIAS et al (2012) que avaliaram pessoas com Ulceras
vasculogénicas em atendimento ambulatorial de enfermagem em estudo das
variaveis clinicas e sécio demograficas. Nesta publicacdao, 73,8% dos pacientes
eram do sexo masculino e 26,2 do sexo feminino. A faixa etaria, no entanto é
semelhante, ou seja, pessoas idosas tém mais dificuldade na cicatrizacdo. Quanto a
classe sécio-econ6mica, 26% foram B1/B2 e 61,8% C e D, muito diferente dos
dados desta pesquisa. Deve-se lembrar do efeito da divulgacdo da pesquisa na
midia que pode ser o determinante da mudanca do perfil dos pacientes. Na
realidade, o “efeito ima” da ampla divulgacao atraiu pacientes mais crénicos, com

mais co-morbidades independentemente da classe social.

Os parametros psico-sociais foram avaliados por diferentes perguntas. A
pergunta 1 avaliava como o paciente se sentia sendo portador de ferida crénica:
30% respondeu mais ou menos, 50% bem, 10% se sentia mau e 10% néo
responderam a pergunta, como o questionario ndo necessitava de identificacdo para
gue 0s mesmos nao se sentissem inibidos, ndo se pode afirmar nada sobre a “néo
resposta”. A questdo 2 questionava as mudancas determinadas pela ferida. A
maioria afirmou que nao (90%), mas a vivéncia do ambulatério, por equipe
multiprofissional identifica que esta resposta ndao corresponde a realidade, esta
resposta pode nao significar a realidade.

Quando perguntados sobre o que fazem para se sentir melhor, os
campedes foram os trabalhos manuais e a religido. Ao se perguntar: o que € melhor
em vocé? 30% disseram nada, para muitos é o apetite, para poucos o sono e para
outros a disposicao geral. Na ultima pergunta deste bloco, foram identificadas as
insatisfacbes de cada paciente. O sono e o apetite além da disposicao geral

apareceram de forma mais significativa.

Avaliando-se agora os 27 pacientes integrantes da Pesquisa, quanto a
distribuicao de faixa etaria observa-se que a maior frequéncia foi para o grupo entre
60 a 69 anos (37%), seguido de 22% para a faixa etaria de 70 a 79 anos (quadro
7). Estes dados corroboram os achados de GOBO (2011)



Quadro 7 Distribuicao dos pacientes da Pesquisa quanto a faixa etaria
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Idade (anos) Frequéncia Percentual (%)
20a29 03 11
30 a 39 02
40 a 49 00 0
50 a 59 02
60 a 69 10 37
70a79 06 22
80 a 89 04 15
90 a 100 00 0
Total 27 100

Fonte: arquivo pessoal, 2014.

Segundo SELLMER et al. (2013), estima-se que as Ulceras de perna,

afetem de 1% a 2% da populacdo mundial, sendo mais incidentes em pessoas

acima de 65 anos.

Para a classificacdo do estado nutricional dos pacientes, foi utilizada a

férmula do indice de massa corpérea (IMC) sendo: IMC= Peso (Kg) / Altura (m)2,

conforme o quadro n? 8, onde o estado nutricional de maior frequéncia encontrado

nos vinte e sete pacientes foi a obesidade leve. Estes dados corroboram os achados

de Malaquias et al (2012) onde 50% dos paciente avaliados em seu trabalho

apresentam obesidade. Sabe-se que a obesidade é um fator predisponente para a

cronificagao da ferida em fungcao de aumentar a estase venosa (quadro 8).
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Quadro 8 Distribuicao da amostra quanto ao IMC

IMC Estado nutricional Frequéncia Perc(:;’r;tual
< 18,5 Magreza 0 0
18,5-24,9 Eutréfico 8 30
252 29,9 Obesidade leve 12 44
30a39,9 Obesidade moderada v 26
>40 Obesidade grave 0 0
Total 27 100

Fonte: arquivo pessoal, 2014.

Para que o tratamento seja realizado com eficacia e acelere o processo
de cicatrizacdo, é necessario que os portadores tenham uma condi¢ao nutricional
adequada para nao retardem esse processo. Dentre os fatores que influenciam o
processo de cicatrizacao, pode-se citar: o estado nutricional, o envelhecimento, os
hormbnios sexuais, a presenca de infeccdo, diabetes, sobrepeso e obesidade
(SILVA etal., 2013).

Quanto as comorbidades, utilizando-se o instrumento de enfermagem
delineado, identificou-se que a hipertenséo arterial sistémica aparece em 13 dos 27
casos representando (62%) da casuistica sendo a diabetes mellitus o segundo mais
prevalente (quadro 9). Achados semelhantes € o que revela o estudo realizado no
Hospital das Clinicas da USP onde 62,5% dos pacientes apresentavam hipertenséao
arterial. No entanto neste estudo a diabetes mellitus correspondia a apenas 10%
(BERGONS e RIVITTI, 2006).

Quadro 9 Distribuicao dos integrantes da pesquisa quanto as comorbidades

Comorbidades Frequéncia Percentual (%)
Hipertensao Arterial Sistémica 13 62
Diabetes Mellitus 8 38

21 100

Total

Fonte: arquivo pessoal, 2014.
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Em relacao a etiologia das lesdes, os pacientes foram divididos conforme
quadro n? 10. Observa-se que as Ulceras venosas representaram (77%) dos casos.
Estudo realizado em Goiania revela que as Ulceras de causa venosa foram
responsaveis por 61,0% em pesquisa com 46 pessoas atendidas nas salas de
curativos da rede municipal de saude (SANT ANA, 2011).

Quadro 10 Etiologia das lesoes

Etiologia das lesoes Frequéncia Percentual (%)
Deiscéncia 01 3
Venosa 24 77
Arterial 02 6
Traumatica 04 13
Total 31 100

Fonte: arquivo pessoal, 2014.

O quadro n® 11 traz o tempo de evolucdo das lesdes, onde as lesbes
de maior prevaléncia foram entre 2 a 10 anos (45%), seguidas de 1 més a 1,5 anos
(32%). Em 68% dos casos a ferida estava aberta ha mais de 2 anos, com limite
maximo de 30 anos. Em estudo realizado em Castro Alves na Bahia a pesquisa o
tempo de ferida aberta variou entre 06 (seis) meses a 30 (trinta) anos. (SILVA,
2011).

Quadro 11 Distribuicao da amostra por tempo das lesdes

Tempo meses / anos Frequéncia Percentual (%)
01m a 1,5 anos 10 32
02a a 10 anos 14 45
11a a 20 anos 5 16
21a a 30 anos 2 7
Total 31 100

Fonte: arquivo pessoal, 2014.
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Analisando as localizagbes das Ulceras a maior incidéncia foram na face

medial e lateral da perna com 14 (45%) das lesdes (quadro 12). Em estudo com 40

pacientes portadores de Ulcera cronica 10 (25%) dos doentes apresentavam ulcera

na regiao lateral do tornozelo, 12 (30%) na regido medial, 2 (5%) na regido anterior,

1 (2,5%) na regido do pé. (BERGONSE e RIVITTI, 20086).

Quadro 12 Distribuicao da amostra por localizacao das lesoes

Localizacao das lesoes Frequéncia Percentual (%)

Face medial e lateral da perna 14 45
Face anterior e posterior da perna 6 19
Dorso do pé 3 10
Calcéneo 1 3

Maléolo interno 6 19
Maléolo externo 1 3

Total 31 100

Fonte: arquivo pessoal, 2014.

As lesbes foram avaliadas quanto aos aspectos do tipo de tecido do leito

da lesdo, formato das bordas, espessura das bordas, grau de contaminacéo,

caracteristicas do exsudato e odor, conforme demonstrado no quadro n® 13, de

acordo com Instrumento de Avaliacdo (ANEXO 1).
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Quadro 13 Distribuicao da amostra por caracteristicas das lesoes

Caracteristicas das lesoes Frequéncia Percentual (%)
Necrose 1 0,5
Esfacelo 6 3
Tipo de tecido Fibrina 27 13
Granulacao 19 9,5
Formato das bordas Regular 4 2
Irregular 27 13
Espessura das bordas Fina 5 2,5
Espessa 26 13
Limpa 1 0,5
Grau de Contaminada 29 14
contaminacao Infectada 1 0,5
Seroso 22 11
Tipo de exudato Serossanguinolento 1 0,5
Purulento 1 0,5
Caracteristico 27 13
Odor Fétido 4 2
Total 100

Fonte: arquivo pessoal, 2014.

Abordando as caracteristicas das lesdes o tipo de tecido mais encontrado
foi o fibrinoso, contendo somente um caso de necrose, quanto ao formato das
bordas a maioria foi irregular e espessas. Quanto ao grau de contaminagdo o
predominante foi ferida contaminada, com exsudato seroso e odor caracteristico. A
necrose e a infeccdo estdo ausentes na maioria das Ulceras, dados importantes,
pois estas complicagdes retardam o processo de cicatrizacdo. Esses dados se
assemelham a um estudo constituido de 55 idosos, portadores de Ulceras de perna,
acompanhados no ambulatério de curativos em Fortaleza-CE mostra que a
presenca de exsudado foi observada em mais da metade das Ulceras avaliadas,
com aspecto seroso e odor ausente. A presenca de exsudato, assim como as
caracteristicas das Ulceras, sdo um dado importante na avaliacdo clinica podendo
ser indicativo de complicacbes como infeccdo, onde o0 excesso de exsudato
favorece a colonizagéo de bactérias (BENEVIDES et al, 2012).
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O quadro n® 14 mostra as caracteristicas perilesionais segundo o CEAP
(Clinical  Etiology-Anatomy-Pathophysiology). A amostra revela que a
hiperpigmentagéo (40%) foi a caracteristica perilesional mais encontrada, seguida
de edema (16%) e varizes (16%).

Quadro 14 Distribuicao da amostra quanto as caracteristicas perilesionais

Caracteristicas
perilesionais Frequéncia Percentual (%)

Eczema 6 9,5
Edema 10 16
Descoloracao 3 5

Hiperpigmentagéao 25 40
Lipodermatosclerose 8 13
Ulcera sobre cicatriz 1 1,5
Varizes 10 16
Total 63 100

Fonte: arquivo pessoal, 2014.

Os pacientes foram avaliados de acordo com a experiéncia dolorosa,
demonstrado no quadro n® 15. Por volta de 74% dos pacientes relataram sentir dor
de alguma intensidade, entretanto 26% relataram ndo sentir dor alguma.

Quadro 15 Distribuicao da amostra quanto a dor

Dor Frequéncia Percentual (%)
Sim 20 74

N&o 7 26
Total 27 100

Fonte: arquivo pessoal, 2014.

Referente a histéria pregressa, os pacientes foram abordados quanto a
recorréncia das ulceras, Trombose Venosa Profunda (TVP) e tromboflebite
superficial, demonstrado no quadro n? 16. A histéria pregressa de maior prevaléncia
foi a recorréncia das ulceras com 13 (81%) casos e 3 (19%) casos de Trombose
Venosa Profunda.
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Quadro 16 Distribuicao da amostra quanto a histéria pregressa

Histoéria pregressa Frequéncia Percentual (%)
Recorréncia de Ulcera 13 81
TVP 3 19
Tromboflebite Superficial 0 0
Total 16 100

Fonte: arquivo pessoal, 2014.

Dos 27 pacientes do estudo, 15 utilizaram o preparo da lesdo com
Biofibrin e foram incluidos no protocolo de gel de plaquetas na forma emulgel com
trocas diarias de curativos. Sete outros foram incluidos no Quitogel. Por razdes
diversas, um dos pacientes resolveu abandonar o tratamento. O segundo abandono
foi a paciente que levou as membranas para o domicilio e as mesmas tiveram o
crescimento de fungo ambiental, fato este discutido anteriormente. Uma terceira
paciente, com lesdo extremamente grave e crbnica (37 anos de ferida aberta)
evoluiu para amputacdo do membro inferior, indicagdo esta que ja existia quando a
mesma decidiu tentar a recuperacdo do membro participando da pesquisa. Os 4

outros casos serdo apresentados individualmente.

Caso 1

SAS, 62 anos, cor branca, sexo feminino, residente em Valinhos SP,
portador de ferida cronica venosa ha 3 anos. Fez uso de bota de ulna e “pomada
com iodo” para promover a cicatrizagdo da ferida. Nao apresenta comorbidades.
Como pode ser observado, esta paciente apresentava duas feridas. Na ferida 1
houve reducao de 65% em D45 quando comparado com DO e de 86% quando a
comparagéo é de D90 com DO. A melhor resposta ocorre nos primeiros 45 dias de
tratamento. Na analise inicial, consideramos duas feridas distintas, uma vez que nao
havia solugdo de continuidade entre ambas sendo que a 1° tinha area de 1 cm e
meio e a segunda 3,8 cm. Em D45, houve diminuicdo importante da ferida 1, no
entanto, aumento da ferida 2, com o surgimento deste aspecto foliar. Em D90, a
ferida 2 j4 havia praticamente epitelizado e a ferida 2 dobrava de tamanho para
posteriormente reduzir, e fora do periodo de 90 dias estipulado para avaliacao
fotografica, fechou completamente.
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Quadro 17 Caso 1: medidas de area, em DO, D45 e D90 de paciente
em uso de Quitogel

Caso Medicao da lesao em cm

Momento Area DO Area D45 Area D90
SAS (ferida 1) 1.565 0.962 0.136
SAS (ferida 2) 3.895 6.726 2.245

Fonte: arquivo pessoal, 2014.

Figura 17 Aspecto fotografico do Caso 1 : medidas de area, em DO,

D45 e D90 de paciente em uso de Quitogel

sA do. S ;
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Fonte: arquivo pessoal, 2014.

Caso 2

RE, 80 anos, cor branca, sexo masculino, residente em S&o Paulo

capital, portador de ferida crénica venosa ha 8 meses. Apresenta como co

morbidade HAS. Fez uso de placa de hidrocol6ide, hidrogel entre outros. No

paciente RE, justifica-se a baixa qualidade da fotografia em D45 n&o foi obtida com

a etiqueta e que a leitura no Software Image J, foi feita por célculo de proporgdes.

Isto ocorreu porque o paciente manifestando importante processo inflamatério, fez a

fotografia, mas ndo compareceu a consulta. O uso do Quitogel promoveu grande

processo inflamatério, caracterizado em D45 por edema, calor, rubor intenso. O

paciente este a ponto de abandonar o tratamento, no entanto, medidas clinicas

promoveram a acomodacdo da lesdo e diminuicdo da mesma, Este paciente, da

mesma forma, fechou fora do prazo de 90 dias (quadro 18, figura 18 A, B, C e D).
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Quadro 18 Caso 2: medidas de area, em D0, D45 e D90 de paciente
em uso de Quitogel

Caso Medicao da lesao em cm
Momento | Area DO Area D45 Area D90
RE 22.723 27.784 11.749

Fonte: arquivo pessoal, 2014

Figura 18 Aspecto fotografico do Caso 2 - medidas de area, em DO,
D45 e D90 de paciente em uso de Quitogel

A= D0; B=D45; C=D90 e D= 180

Fonte: arquivo pessoal, 2014
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Caso 3
RCP, 35 anos, cor branca, sexo masculino, residente em Piracicaba

SP, portador de ferida traumatica ha 15 anos. Apresenta como comorbidade
paraplegia pdés acidente automobilistico. Fez uso de fibrase e sulfadiazina de prata
para o tratamento da ferida. Realizado também um enxerto sem sucesso. Trata-se
de paciente indolente e que da pouca atencao ao problema. Fica por longos
periodos sem tratamento especifico fazendo com que a lesao piore.

Quadro 19 Caso 3: medidas de area, em DO, D45 e D90 de paciente em uso
de Quitogel

RCP 10.010 8.057 7.563

Fonte: arquivo pessoal, 2014

Figura 19 Aspecto fotografico do Caso 3 - medidas de area, em DO,
e D90 de paci em uso de Quitogel

A= D0; B=D45; C=D90 e D= 290
Fonte: arquivo pessoal, 2014
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Caso 4

JJS, 70 anos, cor branca, sexo masculino, residente em Ponta Grossa
PR, portador de ferida crénica venosa ha 4 anos. Fez uso de dois tratamentos para
a cicatrizacao da ferida safgel® e membracel®. Apresenta como comorbidade HAS.

Quadro 20 Caso 4: medidas de area, em D0, D45 e D90 de paciente em uso

de Quitogel
Caso Medicao da lesao em cm
Momento Area DO Area D45 Area D90
JJS 13.669 18.686 16.983

Fonte: arquivo pessoal, 2014

Figura 20 Aspecto fotografico do Caso 4 - medidas de area, em DO,
D45 e D90 de paciente em uso de Quitogel

d’ J o> S
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Fonte: arquivo pessoal, 2014

Observa-se que neste ultimo caso, houve evidente aumento da lesao, de 13
cm para 16 cm, e a biopsia realizada em D90 mostrou que na area escura do bordo
externo direito da ferida foi encontrado um carcinoma espinocelular. O paciente foi
contatado e o protocolo descontinuado. Houve a opcéao de se tratar no municipio de
origem. No entanto, através de contato telefénico recente recebeu-se a informagéo
de que o mesmo fara um enxerto, terapéutica esta inadequada pela neoplasia que
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apresenta. Em funcdo do fato de que o Quitogel é enriquecido com fatores de
crescimento, inclusive o fator de crescimento vascular (VEGF), optou-se por parar
as atividades com uso do Quitogel até que analise mais aprofundada possa garantir
melhor a seguranca do uso do produto. A andlise histolégica, por coloragdo de
hematoxilina-eosina, além de identificar a neoplasia, mostra a grande quantidade de
hemossiderina e hemorragia recente além de infiltrado inflamatério (figura 22).

Em funcédo desta decisdo, o N estipulado para este trabalho é muito

inferior.

As andlises histologicas da bidpsia punch realizada evidenciou, para o
grupo GP, dados semelhantes aos achados de GOBO (2011). O GP promove a
neo-angiogénese, forma tecido celular subcutaneo coeso com distribuigcdo difusa
dos vasos.

No grupo de pacientes de Quitogel, foram encontrados os mesmos
achados com predominio maior de infiltrado inflamatorio. Este achado corrobora o
de NUNES (2014) que determinou a agao da quitosana sobre cultura de células
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo, fibroblastos da derme e
queratindcitos. A determinacéao foi realizada utilizando Kit CBA para citocinas e a
andlise procedida pelo método de citometria de fluxo (FACSCALIBUR BD®) com
uso do software apropriado, CellQuest®. Os indices de IL6 e IL10 foram
extremamente altos, mostrando assim que a quitosana tem como acao, o estimulo

da producgéao de citocinas (figura 21).

Outro fato a ser mais bem aprofundado, é que no uso do Quitogel, houve
a proliferacdo de neo-arteriolas e no GP a proliferacdo é venosa. Este dado é
extremamente relevante e pode guiar outras pesquisas com intuito de produzir
vasos para pacientes arteriopatas, que hoje sdo encaminhados para amputacdo. No
entanto, estudos aprofundados devem ser estabelecidos.
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Figura 21 Achados histopatologicos, de lesao ulcerada pos-tratamento
com Quitogel e Gel de Plaquetas
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Fonte: arquivo pessoal, 2014
A= Microscopia demonstrando leséo ulcerada pés-tratamento tratamento com Membrana de
Quitosana 90 dias. Aumento de 20X, coloragdo HE.

B= Microscopia demonstrando lesao ulcerada pés-tratamento com Gel de Plaguetas 90 dias.
Aumento de 20X, coloragdo HE.

Figura 22 Achados histopatoldgicos, Microscopia demonstrando lesao
ulcerada associada a Carcinoma Espinocelular, pés-tratamento com
membrana de Quitosana 90 dias
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Fonte: arquivo pessoal, 2014
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6 CONCLUSOES

Quanto a validagao do uso da membrana de quitosana dopada (Quitogel)
com horménios derivados de plaquetas em feridas crénicas, comparando com o gel
de plaquetas, ndo foram verificadas reacdes alérgicas, mas reacdes inflamatdrias
importantes. Em um caso de uso de quitogel foi feito o diagndéstico de carcinoma
espinocelular que motivou a parada do estudo até melhor esclarecimento do fato.

O perfil de novos casos atendidos no ambulatério de Biocurativos no
periodo de 24 meses evidenciou que as mulheres tém duas vezes mais feridas
cronicas, a maioria dos pacientes é branca, e o tempo médio de ferida aberta foi
muito maior nas mulheres.

O nivel sécio econémico dos pacientes foi classificado como B1, morando
em casa propria, e em pequeno numero de pessoas na familia.

A maioria dos pacientes declara que tudo ou quase tudo mudou em sua
vida em funcao da ferida crénica.

A comparacao do desempenho da membrana de quitosana dopada com
hormonios plaquetérios versus Gel de plaquetas, mostrou que o Quitogel apresenta
tendénica a cicatrizacdo mais rapida. Em funcdo do N limitado, as analises
estatisticas ficam comprometidas. Nenhum dos pacientes em uso de Quitogel
fechou no tempo de 90 dias, determinado para o estudo, no entanto, 25% dos
pacientes (N=15) que usaram GP fecharam dentro deste periodo. O tecido neo-
formado é firme, o processo de remodelamento vem de baixo para cima, e nenhum
paciente referiu aumento da dor em uso dos produtos.

Quanto a comparacao dos efeitos adversos referidos em ambos os
produtos, nenhuma queixa foi apontada para o GP, mas observou-se aumento da
taxa de contaminagéo bacteriana. Quanto ao uso do Quitogel, a queixa principal foi
em relacdo ao fato de que a mesma adere demasiadamente a leséo, dificultando a

troca e promove aumento dos sintomas inflamatoérios.
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APENDICE 1
do UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU - HOSPITAL DAS CLINICAS -
DIVISAO HEMOCENTRO - HEMOCENTRO DE BOTUCATU
DISTRITO DE RUBIAO JUNIOR S/N® - BOTUCATU - SP - CEP: 18.618-000 - @
(14) 3811-6041/6453 — 3814-8004 — FAX (14) 3811-6234

Home page: http://www.hemocentro.fmb.unesp.br
e-mail: hemocentro@fmb.unesp.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, RG:
telefone ,endereco:

Estou sendo convidado (a) a participar da Pesquisa “Estudo de fase clinica | utilizando membrana de
quitosana dopada com horménios derivados de plaquetas”. O trabalho clinico serd desenvolvido pela
Enfermeira Simone da Silva Ferreira, mestranda do Programa de Pesquisa e desenvolvimento:
Biotecnologia Médica, sob orientagdo da Médica Elenice Deffune. Fui informado (a) de que se trata
de uma PROPOSTA DE CARATER EXPERIMENTAL, ou seja, o produto ainda ndo esta no mercado,
e se chama Membrana de quitosana, feito no laboratério de Engenharia Celular do Hemocentro. Este
curativo usa a parte liquida do sangue de doadores voluntarios denominados plasma e plaguetas. O
sangue que da origem ao produto vem de doadores testados rotineiramente para varias doengas.
Antes da primeira aplicagdo haverd necessidade de coleta de sangue para avaliar seu estado de
saude, bem como no final do tratamento. Estas amostras de sangue ajudardo entender como o seu
organismo reagiu com a medicagdo aplicada na ferida e guiardo melhorias necessarias. Durante a
aplicagao serao realizadas consultas de rotina a cada 4 dias, momento de troca do curativo. Havendo
necessidade, estou ciente que posso recorrer ao ambulatério a qualquer momento. Serdo analisados
efeitos do curativo através da coleta de amostra de sangue de veia de antebrago e uma bidpsia pele
antes de iniciar o tratamento de 90 dias depois, caso a ferida ndo tenha fechado completamente. Em
caso de alergias ao produto, o tratamento sera interrompido e medidas médicas serdo instituidas. O
tratamento pode ainda ser interrompido por decisdo minha. Concordo em receber o tratamento de
feridas proposto e as orientagdes para o cuidado das mesmas. Estou ciente que as responsaveis por
este trabalho estardo disponiveis para responder a quaisquer perguntas ou duvidas, de minha parte,
e que manterdo em sigilo minha identidade e as informagdes coletadas com a aplicagdo do
questionario. Fui informado (a), ainda, que posso retirar este meu consentimento a qualquer
momento, sem prejuizo do meu atendimento em qualquer a&mbito deste Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu. Estou ciente, de que apéds o estudo, havendo melhora da ferida
sem fechamento ou mesmo recaida da mesma, o Hemocentro dispde de um ambulatério com
atendimento médico e de enfermagem para dar continuidade a meu tratamento.
Sei que a participacao é de livre escolha, havendo riscos que serdo analisados tais como alergias,
desconforto como aumento temporario da dor, problemas estes que ao informar a equipe deverao ser
resolvidos. Fui informado de que néo terei gastos de qualquer natureza, como também nao receberei
pagamento pela participacdo no estudo. Os resultados destinar-se-do0 a elaboracdo de trabalho
cientifico e possivel publicagdo. Por isso, autorizo a divulgagao dos resultados.

Este documento apds aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa sera elaborado em 2 vias,
sendo que uma sera entregue ao participante da pesquisa e a outra sera arquivada pela

pesquisadora.
Paciente Pesquisadora
Botucatu,
Orientadora: Prof2. Dra. Elenice Deffune. Pesquisadora: Simone da Silva Ferreira
Hemocentro — FMB — UNESP R: Turibio Colino, Cohab |
Rubido Junior, s/n (14) 9605-1969
Fone: (14) 3811-6040 e-mail:

enfermeirasi2007 @yahoo.com.br

Para duvidas sobre pesquisa, entrar em contacto com Comité de Etica no telefone 3011-6143
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APENDICE 2

INSTRUMENTO DE AVALIACAO

Dados do paciente:

Nome: Idade:
RG/HC: Data:
Sexo: () Feminino ( ) Masculino Raca

Avaliacao geral: MID ( ) MIE ()

¢ PA braquial: PA pedial: ITB:
® Pulso Pedioso ( ) Pulso popliteo posterior ( )
e Recorréncia de ulceras ( ) Osteomielite ( )
e Histdria pregressa: TVP () Tromboflebite Superficial ( )
e Doengas associadas: ( ) HAS ( )DM ( ) Outras:
Estado Nutricional: Peso:_ Altura:_ mMC_
e Escorededor:( )la3fraca ( )4a6bmoderada ( )7a9forte ()10
insuportavel

Exame da ferida:
¢ Tempo de evolugdo:
Localizacao:
e Fase de cicatrizagdo: ( ) inflamatéria () proliferativa ( ) maturagdo
e Tipo de cicatrizacdo: ( ) 17 intencdo  ( ) 2 intencdo ( ) 3" intencao

¢ (Contetdo microbiano: ( )limpa ( )limpa- contaminada
( )contaminada ( )infectada
e Perda de tecido: () superficial () parcial ( ) total
e Bordas: ( ) regular ( ) irregular
() fina () espessa

e Pele aoredor: ( )edema ( )descoloracio () hiperpigmentacdo
( ) eczema mibrobiano ( ) lipodermatosclerose ( ) prurido ( ) dlcera sobre

cicatriz ( ) dermatite de contato ( ) varizes
e Leito da ferida: Tecido vidvel (%): granulacdo:_____fibrina: epitelizagao:
Tecido inviavel (%): esfacelo: escara:
e Exsudato:
Odor: Aspecto: Quantidade:_

e Sinais de infec¢do: ( )inapeténcia ( )calor ( )rubor ( )edema
( )exsudato purulento ( )dor ( )taquicardia
e Presencade: ( ) Tuneis:

() corpos estranhos:

e Tem alergia a quitosana/crusticeos ()sim ()ndo  ( ) ndo sabe
Randomizacdo — n°___

e Membrana de Quitosana ( ) Gel de Plaquetas ( )



Evolucao

Extensdo da Ferida:

Dias

Mensuragao (sz)

Dy

Dys

Dog

Neovascularizacao:

Vascularizagdo

Celularidade

Tempo

Escore

Distribui¢ao

Arranjo

Infiltrado
Linfocitario

Predominancia

Estroma

DO

D90

Queixas referidas quanto ao uso do curativo:

Grau de dificuldade na aplicagdo da Membrana de quitosana:

Pontos |Grau de Dificuldade
0-3 Facil ()
4-6 Médio ()
7-10  |Dificil ()

Observacgdes e orientacdes:

Assinatura e COREN
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Registrado no Ministério da Saide
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Botucatu, 06 de fevereiro de 2012 Of. 19/2012

Ilustrissima Senhora

Prof? Dr? Elenice Deffune
Divisdo de Hemocentro do
Hospital das Clinica de Botucatu

Prezada Dr®. Elenice,

De ordem do senhor coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa: (Protocolo CEP 4102-2011) Estude de fase clinica I utilizande
membrana de quitosana dopada com horménios derivados de plaqueta, a
ser conduzide por Simone da Silva Ferreira, orientada por Vossa Senhoria,
Co-orientada pela Prof® Dr® Rosana Rossi Ferreira, com a colaboragdo de
Hega Caputo Nunes e Ondina Silvia Cotrim Ferrari, recebeu do relator,
parecer favordvel, aprovado em reunido de 06/02/2012.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar ao
CEP ao final da execugdio do Projeto o "Relatério Final de Atividades”.

Atencios

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP
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