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Resumo

A pele € uma estrutura complexa pois apresenta um conjunto de estruturas
superficiais com caracteristicas elasticas, aspera e sob condi¢gdes normais tem
capacidade de se autoregenerar. Um acidente causando uma lesdo de pele de
menor ou maior intensidade pode ocasionar um dano grave para o paciente
como as queimaduras, as quais, na maioria das vezes, sdo ocasionadas por
agentes térmicos, quimicos, elétricos ou radioativos. O tratamento destas
lesdes visa a restauragao dos tecidos lesados e uma das opgdes de tratamento
€ a utilizacdo dos biocurativos, um produto biotecnolégico desenvolvido pelo
Laboratério de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucaut/UNESP obtidos
a partir da adicao “in vitro” de trombina e gluconato de calcio ao Concentrado
de Plaquetas (CP), estimulando a degranulagdo destas para liberagdo de
varios fatores de crescimento, como PDGF e TGF-, atuando no processo de
cicatrizacdo. Este estudo propde avaliar a eficacia do Gel de Plaquetas home
made em ratos Wistar com lesbes de pele sofridas por queimaduras por
escaldo e realizar farmacoeconomia, analisando uma comparag¢ao do tempo de
tratamento, eficacia e custo do Gel de Plagquetas com o tratamento hospitalar
usual em queimaduras a base de colagenase + cloranfenicol. Foram incluidos
25 ratos da raga Wistar, divididos em 3 grupos segundo o tipo de tratamento
utilizado: Grupo A, Colagenase + Cloranfenicol (10 ratos); Grupo B, Gel de
Plaquetas (10 ratos) e Grupo C, controle (5 ratos). Os produtos foram aplicados
em dias alternados em todos animais por um periodo de 30 dias e as lesdes
analisadas clinicamente e histologicamente. No grupo A, observou-se eritema
em todos os animais avaliados, onde a presenga de crosta foi uma constante,
com excecao de 1 animal. A presenca de exsudato ocorreu em 2 animais deste
grupo. No grupo B, observou-se a presenca de eritema e crosta em todos os
animais e nao houve exsudato em nenhum animal deste grupo. No grupo C,
todos os animais apresentaram eritema, porém a presenca de crosta ocorreu
somente em 1 animal. Houve auséncia de exsudato em todos os animais. Na
analise estatistica foi observada diferenga significativa (p<0,01) para formagéao
de crosta entre o Grupo B (Gel de Plaquetas) e o Grupo C (Controle). Nao
foram observadas diferengas significativas para outras caracteristicas. Na

analise histoldgica, o grupo A apresentou discreta quantidade de vasos
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sanguineos, quantidades moderadas de macrofagos e fibroblastos, e discreta
presenca de fibras colagenas. O grupo B apresentou quantidades moderadas
de vasos sanguineos, macrofagos e fibroblastos e discreta presenga de fibras
colagenas. No grupo C, observou-se quantidades moderadas de vasos
sanguineos, macrofagos e fibroblastos e discreta presenga de fibras colagenas.
A reepitelizagdo ocorreu normalmente na maioria dos animais de todos os
grupos. A analise estatistica demonstrou que nao houve diferenca significativa
entre os grupos na avaliagdo histopatolégica. Para os resultados da
farmacoeconomia, o gel de plaquetas apresentou um melhor custo-efetividade
em relagdo ao tratamento a base de colagenase + cloranfenicol. Desta forma,
concluimos que a eficacia da colagenase e do gel de plaquetas em lesdes
causadas por queimaduras em ratos tiveram resultados clinicos e histologicos
compativeis e semelhantes e o Gel de Plaquetas apresentou melhores

resultados econémicos em relagdo a pomada colagenase.

palavras chaves: Biocuratvos, Eficacia, Farmacoecomia, Lesdes de Pele
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Abstract

Skin is a complex structure because it shows a surface structure group with
elastic features, rough and under normal conditions it is able to self regenerate.
An accident causing a lower or higher intensity skin lesion may cause serious
injury to the patient such as burns which usually are caused by thermal,
chemical, electrical or radioactive agents. The treatment of such injury aims at
the restoration of damaged tissues and one treatment option is the use of bio
bandages, a biotech product developed by the Laboratério de Engenharia
Celular do Hemocentro de Botucatu/UNESP (Cell Blood Center Engineering
Laboratory from Botucatu / UNESP) obtained from "in vitro" thrombin and
calcium gluconate addition to Platelet Concentrates (PC), stimulating the
degranulation to releasing several growth factors such as PDGF and TGF-f3,
working in the healing process. This study aims to assess the home made
Platelet Gel effectiveness in Wistar rats with skin injuries suffered from scald
burns and perform pharmacoeconomics, analyzing a treatment time
comparison, the cost and effectiveness of Platelet Gel concerning the usual
hospital treatment for collagenase + chloramphenicol based burns. We
included 25 Wistar rats divided into 3 groups according to treatment type used:
Group A, Collagenase + Chloramphenicol (10 rats), Group B, Platelet Gel (10
rats) and Group C, control (5 rats). Products were administered on alternate
days in all animals for 30 days and lesions were clinically and histologically
analyzed. In group A, erythema was observed in all evaluated animals, where
the presence of crust was a steady, with one animal exception. The presence of
exudate occurred in two animals in this group. In group B, erythema and crust
were observed in all animals and there was no exudate in any animal this
group. In group C, all animals showed erythema, but the presence of crust
occurred in only 1 animal. There was no exudate in the animals. In statistical
analysis significant difference was observed (p <0.01) for crust formation
between Group B (Platelet Gel) and Group C (control). No significant
differences were observed for other characteristics. In histological analysis,
group A showed a slight amount of blood vessels, moderate macrophages and
fibroblasts amounts, and slight collagen fiber presence. Group B showed

moderate blood vessel, macrophage and fibroblast amounts and slight collagen
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fiber presence. In group C, moderate fibroblast, macrophage and blood vessel
amounts were observed and slight collagen fiber presence. Reepithelialization
normally occurred in most animals from all groups. Statistical analysis showed
there was no significant difference among groups in histopathological
evaluation. For pharmacoeconomics results, platelet gel showed better cost and
effectiveness compared to collagenase + chloramphenicol based treatment.
Thus, we accomplish the collagenase and platelet gel effectiveness on injuries
caused by burns in rats had compatible and similar clinical and histological
results and platelet gel showed better economical results in relation to

collagenase ointment.

Key Words: bio bandages, Effectiveness, Pharmacoeconomics, Skin Lesions
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1.1. Pele

A pele é uma estrutura complexa, formada por camadas que revestem
todo o nosso corpo, estendendo-se com as mucosas e 0rgaos,
desempenhando fungdes essenciais para a sobrevida. Possui um conjunto de
estruturas superficiais com caracteristicas elasticas, aspera e sob condi¢des
normais tem capacidade de se autorregenerar, sendo um dos principais
elementos de protegcdo do organismo humano aos agentes de agresséo
ambiental (Vale, 2005).

A pele tem como funcdo proteger o corpo contra atritos, lesdes e
penetracdo de agentes injuriantes, impedir a perda de agua, auxiliar na
termorregulagédo, proporcionar excregao através das glandulas sudoriparas,
transmitir as sensacdes recebidas do ambiente para o sistema nervoso central
e realizar a prote¢ao contra os raios ultravioletas, absorvendo-os e sintetizando

vitamina D ( Junqueira; Carneiro, 2004).

O cérebro e a pele tém a mesma origem, ambos derivados do
ectoderma. Este folheto embrionario € responsavel pela sensibilidade tatil,
sendo a primeira a manifestar-se no recém-nascido. No momento do
nascimento, os contatos tateis naturais estimulam o aparecimento das funcdes
respiratorias e digestivas. A pele é o unico sentido que envolve o corpo,
contendo em si varios outros sentidos e, portanto é considerada uma estrutura
reflexiva. (Malagutti, 2010)

Duas camadas principais estao presentes na composi¢cdo da pele: a
epiderme e a derme. Além do subcutaneo (hipoderme), existe uma terceira

camada variavel, geralmente composta por tecido adiposo (Blanes,2004)

A epiderme é composta por um epitélio estratificado, pavimentoso e
queratinizado, no qual é possivel encontrar quatro tipos celulares distintos, os
quais sao classificados em queratindcitos, melandcitos, células de Langerhans
e células de Merkel (Junqueira; Carneiro, 2004). Os queratindcitos sao as
células presentes em maior numero formando cinco zonas morfologicamente

distinta: estrato basal (germinativo), estrato espinhoso, estrato granuloso,
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estrato lucido e estrato cdérneo, sendo que os outros trés tipos celulares

permanecem dispostos entre os queratinécitos (Carter et al, 2003).

A derme €& um tecido conjuntivo responsavel pela sustentacdo da
epiderme, além de promover a unido da pele a hipoderme ao tecido celular
subcutaneo (Junqueira; Carneiro, 2004). Duas camadas compdem a derme: a
camada papilar, mais superficial, delgada, frouxa, formando cristas (papilas)
dérmicas na face de contato com a epiderme e a camada reticular, mais
profunda, espessa e densa, constituida por tecido conjuntivo denso nao
modelado, com grossas fibras de colageno do tipo I, também chamado de
colageno intersticial ou fibrilar. (Carter et al, 2003). Em seres humanos e
suinos, a pele é suprida pelos vasos musculo-cutaneos, enquanto que em caes
e outros animais de pele nao aderida possuem vasos cutaneos diretos,
divididos em trés niveis interconectados: o plexo profundo, subdérmico ou
subcuténeo, o plexo médio ou cutdneo e o plexo superficial ou subpapilar
(Fleckenell, 1994).

Um acidente causando uma lesdo de pele de menor ou maior
intensidade pode ocasionar um dano grave para o paciente, sendo a pele o
principal 6rgado de percepcgao permitindo a transmissao de sensacgoes fisicas e

emocionais. (Malagutti, 2010)

Existem algumas complicagdes que podem ocorrer no reparo da pele,
em situacdes nas quais a cicatrizacdo de feridas localizadas nos membros é
inviabilizada pela pouca elasticidade da pele, escassez de tecidos locais ou a
associagao frequente de lesdes ortopédicas com perda cutdnea (Ross et al.
1974;).

1.2. Queimaduras

As queimaduras sao lesbes traumaticas causadas, na maioria das vezes
por agentes térmicos, quimicos, elétricos ou radioativos atuando nos tecidos de

revestimento do corpo humano, podendo ocasionar destruicdo parcial-
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superficial (limitada a epiderme e porgdo superior da derme) ou total
(destruicdo da epiderme, derme, tecido subcutdneo podendo invadir musculos,
tenddes e ossos) (Vale 2005; Blanes, 2006; Carvalho, 2002; Crisostemo et al.,
2004; Serra et al, 2004).

Varios fatores influenciam direta ou indiretamente no progndstico e na
gravidade de uma lesao térmica, sendo classificada de acordo com a extenséo,
area queimada, presenga ou auséncia de infecgédo e pelo grau da queimadura.
(Serra et al.,2004)

Segundo a literatura, as queimaduras podem ser classificadas em
primeiro grau (Grau 1), segundo grau (Grau Il) e terceiro grau (Grau IIl)
(Medeiros et al.; 1999, Crisostemo et al., 2004, Gomes; 2001).

Segundo Medeiros et al (1999),as queimaduras de primeiro grau
(grau |) sdo aquelas que atingem a camada mais extensa da pele, clinicamente
a epiderme. A regido atingida encontra-se hiperemiada, com auséncia de
bolhas ou flictenas. Este tipo de queimadura ndo provoca alteracdes
hemodinamicas, tampouco é acompanhada da alteragdo clinica significativa.
(Crisostemo et al., 2004, Gomes; 2001).(figura 1)

Figura 1 - Refere-se a queimadura de primeiro grau demonstrando o comprometimento da
epiderme. (Falabaella,2006)
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Esse tipo de queimadura é considerado superficial, tendo como
principais causas a exposigcdo excessiva ao sol, escaldura e faisca.
Clinicamente apresenta lesdo seca sem bolhas e colorag&o rosada (figura.1).
Essa lesédo é considerada dolorosa e o tempo de cicatrizagdo varia de 2 a 5

dias com descamacéao, sem escarificagao (Richard et al, 1994)

As queimaduras de segundo grau (grau Il) envolvem a epiderme e parte
da derme. Seu reconhecimento € simplificado, pois a caracteristica clinica mais
marcante € a formacao das bolhas umidas ou flictenas, com coloragcéo rosada
a vermelho purpura, apresentando dor intensa a manipulagédo.(Medeiros et al.;
1999, Crisostemo et al., 2004, Gomes; 2001). (figura 2). E causada pelo
contato com liquidos ou solidos quentes, faiscas e substancias quimicas,
sendo seu tempo de cicatrizagdo de 5 a 21 dias, sem a necessidade da

realizacao de enxerto.

Figura 2 - Refere-se a queimadura de segundo grau demonstrando o comprometimento da
epiderme e parte da derme. (Falabaella, 2006)

As queimaduras de terceiro grau (grau lll) sdo aquelas que acometem a
totalidade das camadas da pele (epiderme e derme); em muitos casos outros
tecidos tais como tecido celular subcutédneo, musculos e tecidos Osseos.
Apresentam um aspecto esbranquicado ou marméreo e ha reducdo da
elasticidade tecidual, tornando-se mais rigida. (Medeiros et al.; 1999,
Crisostemo et al., 2004, Gomes; 2001). (figura 3)
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Figura 3 - Refere-se a queimadura de terceiro grau demonstrando o comprometimento da
epiderme, derme e tecido subcutaneo. Falabaella, 2006)

Essas queimaduras tem como principais causas o contato com liquidos
ou solidos quentes, faiscas, substancias quimicas e elétricas. Nao possui dor
local, mas dolorosa nas areas circundantes de espessura parcial e superficiais.
O tempo de cicatrizacdo nas areas extensas podem necessitar de meses para
cicatrizar com enxertos de pele. Em areas menores podem necessitar semanas

com ou sem necessidade de enxertos de pele. (Irion, 2005)

O principal objetivo do tratamento de lesdes térmicas é a restauragao
dos tecidos lesados. O processo de cicatrizagdo desses tecidos pode ocorrer
por primeira intengdo (sem perda tecidual), segunda intencéo (perda tecidual e
formagao de tecido de granulagéo) e por terceira intengéo (lesdo cirurgica com
infeccao), envolvendo processos biolégicos complexos que sdo mediados por
eventos celulares e moleculares (Blanes; 2006, Ross et al.; 1974, Serra et al.;
2004).

Segundo Balbino (2005), o processo de cicatrizacdo de lesbes
compreende estagios interdependentes e simultdneos, que sdo descritos em
fases dindmicas e sobrepostas entre si. Essas fases sdo chamadas de
inflamatdria, proliferativa e de remodelacdo. Esse processo tem inicio no
momento da lesdo, onde ocorrem estimulos para deposicdo, ativacdo e
recrutamento de plaquetas, as quais sao responsaveis pela formagao do

trombo, que por sua vez limita a perda de constituinte circulatério para o
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intersticio celular e fornece matriz proviséria para alicergar a migragao de

células.

Os macrofagos sdo as ceélulas inflamatérias mais importantes da fase
inflamatoria. Permanecem do terceiro ao décimo dia, fagocitando bactérias,
desbridando corpos estranhos e direcionando o desenvolvimento do tecido de
granulagao (Mandelbaum et al, 2003). A eliminacado dos tecidos desvitalizados
por fagdcitos tipicos das fases mais iniciais da resposta inflamatoria (neutréfilos
e macrofagos) apresenta maior importancia nas lesdes dérmicas profundas.
Estas células inflamatérias influenciadas pela baixa tensdo de oxigénio, alta
concentracdo de acido latico e pH baixo, sdo responsaveis pela produgao de
diversos fatores de crescimento e citocinas que iniciam o processo de reparo
tecidual, atraindo fibroblastos e queratindcitos de areas adjacentes a lesao
(Eming et al 2007). Com o aumento da concentragdo local dos fatores de
crescimento as citocinas se elevam, os processos de regeneragao vascular e
fibroplasia se intensificam através da angiogénese, migracdo e proliferagao
fibroblastica, formando um tecido rico em elementos vasculares, celulares e a
produgdo do tecido de granulagdo, que aos poucos vai se alastrando,

preenchendo o vazio resultante dos tecidos eliminados (Balbino et al., 2005).

A ativacdo das plaquetas pela trombina liberam através de seus
granulos varios mediadores inflamatérios como ADP (Adenosina difosfato), a
fibronectina e fibrinogénio, cuja fungado é de agregacgao celular. Os fatores de
crescimento TGFB —Transforming Growth Factor e PDGF — Growth factor
receptor-derived platelets, formam um gradiente quimiotatico orientando a
migragdo das células de circulagdo e regides adjacentes, envolvidos com a

instalagdo da resposta inflamatoéria (Greenhalgh; 1998).

Os leucécitos polimorfonucleares, especificamente os neutrdfilos,
chegam ao inicio da lesdo tissular e permanecem por um periodo de 1 a 2 dias
sendo responsaveis pela fagocitose (Mandelbaum et al.;2003, Balbino et al.;
2005).

Por volta de terceiro ao quinto dia aparecem os macréfagos com a

funcdo de orquestrar a reparacao tissular por meio da liberacdo e mediadores
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lipidicos (leucotrienos), proteinas (fragcbes do complemento e fatores de
coagulagao), enzimas (colagenases) e mediadores peptidicos (fatores de
crescimento e citocinas). Estes mediadores tem a funcdo de estimular a
migragéo e proliferacdo de diferentes tipos celulares e a produgdo da matriz
extracelular. Os macrofagos também fagocitam material ndo viavel e debridam
corpos estranhos e a sua presenca no sitio inflamatério caracteriza o inicio da

segunda fase de cicatrizag&o, a proliferagao.

A fase da proliferacdo € subdividida em trés etapas: epitelizacao;

fibroplasia e angiogénese. (Greenhalgh; 1998).

As células essenciais da fase de epitelizacdo sao os queratindcitos, que
apos sofrerem diferenciagcdo fenotipica, migram da borda para o centro da
lesdo, regenerando o tecido lesado extenso e profundo. A migragdo dos
queratinécitos € mediada por fatores de crescimento TGF-B (Transforming
Growth Factor beta) e EGF (Epidermal Growth Factor) que induz a producéao de
fibronectina e colageno auxiliando essa movimentagédo (Mandelbaum, et al,;
2003, Babino et al.;2005).

O ressecamento do leito da lesdo dificulta a migragcdo celular
aumentando o periodo de cicatrizacdo. Concomitantemente a epitelizacao,
ocorre a fase de fibroplasia e angiogénese, sendo, respectivamente, os
fibroblastos e células epiteliais os elementos essenciais nesta fase. O influxo
de neutrdfilos e macréfagos para a regido lesada ativa, através do gradiente
quimiotatica, libera fatores de crescimento os quais juntamente com os
fibroblastos ativados migram para o centro da lesdo através da rede de fibrina e

da fibronectina, sendo induzidos a sintetizar o colageno. (Babino et al.;2005)

Os fibroblastos produzem varios componentes da matriz extracelular
(colageno tipo | e Il, elastina, glicosaminoglicanas e proteoglicanas) e sofrem
diferenciagdo fenotipica transformado-se em miofibroblastos, por um
mecanismo até entdo desconhecido. Os miofibroblastos ativam o fechamento
da lesao por contragcao assim que o epitélio recobre a lesao, sofrendo apoptose
(Mandelbaum, et al.; 2003, Babino et al.;2005).
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A matriz celular passa por modificagdes na sua composig¢ao favorecendo
a fixacdo e a imobilidade das células. Os fibroblastos sao células com
mudangas mais acentuadas, passando a secretar grande quantidade de
colageno, tornando-se o principal componente da cicatriz em formacao. A fase
de fibroplasia caracteriza-se pelo inicio do tecido de granulagcédo, o qual é
formado por uma matriz frouxa de colageno, fibronectina e acido hialurdénico,
contendo macrofagos, fibroblastos e vasos neoformados. A fase de fibroplasia
por sua vez necessita de oxigenagdo e nutricdo, que séo fornecidos pelos
novos vasos sanguineos, formados pela agéo de fatores de crescimento sobre
as células vasculares, processo esse denominado de angiogénese (Crovetti et
al.; 2004).

Na fase de remodelagdo, a célula mais importante é o fibroblasto por
produzir fibronectina, acido hialurdnico, proteoglicanas e colageno essencial
para a migragao celular e regeneragao tecidual, sendo a resisténcia da cicatriz
determinada pela quantidade de colageno depositada e pela forma com que as

fibras estdo organizadas. (Mandelbaum, et al.; 2003.)

A fase de remodelacdo envolve sucessivas etapas de producéo,
digestao e orientagao das fibrilas de colageno. A deposi¢cao do colageno feita a
principio de maneira aleatdria, sendo a seguir orientada pela organizagéo da
fibronectina e pela tensdo aplicada ao tecido. Repeticdes sucessivas da lise,
ressintese, redirecionamento e religacdo formam fibras maiores de colageno
resultando numa aparéncia mais regular da cicatriz. Ao final dessa etapa, os
anexos da pele sofrem regeneragao limitada aparentando uma cicatriz palida
devido a regeneragédo precaria dos melandcitos, constituindo uma cicatriz
hipovascularizada onde ocorre uma diminuicdo de todos os elementos

celulares do tecido conjuntivo, inclusive fibroblastos (Balbino et al.;2005),

O processo de cicatrizagdo de lesbes € um complexo biolégico muito
bem caracterizado em nivel microscopico, porém sua regulagdo em nivel

molecular € pobremente conhecida. (Carter; 2003).

Os fatores de crescimento polipeptidicos, como os fatores derivados da

ativagcao plaquetaria (PDGF) e o fator de crescimento de transformagéo (TGF-




Introducdo 28

), mediam atividades consideradas essenciais para o inicio da cicatrizacao,
através do recrutamento, estimulagcado e proliferacdo de células para posterior
deposicdo da matriz extracelular. Ambos os fatores de crescimento sao
liberados através da degranulagdo de plaquetas, quando estas séo ativadas
pela trombina (Ross et al.; 1974, Barbieri; 2004, Carter; 2003).

O PDGF, particularmente, estimula a mitogenicidade e quimiotaxia de
fibroblastos, neutrofilos e macréfagos para produzirem e secretarem outros
fatores de crescimento envolvidos em diversas fases do processo de
cicatrizacdo. Regula a producédo de proteinas da matriz extracelular, inibe a
producao de proteases, determinando a fase de remodelagdo (Ross et al;
1974, Mandelbaum, et al.; 2003, Crovetti et al.; 2004, Carter; 2003).

O TGF- é também um potente agente quimiotatico para neutrofilos,
macrofagos e fibroblastos, tem agdo sob os queratinécitos e induz a sintese de
proteinas da matriz extracelular (MEC). O TGF- participa também da
diferenciagdo de miofibroblastos e do processo de angiogénese. (Carvalho,
2002).

Experimentalmente diversos estudos clinicos tém demonstrado que os
fatores de crescimento aceleram o processo de cicatrizagdo com reparagao

tecidual, através do seu uso topico (Carter, 2003).

Durante séculos, o tratamento tdpico das lesbes tissulares busca
melhores resultados cicatriciais em menor tempo possivel. Os relatos datam da
pré-historia através do uso de cataplasmas de folhas e ervas, evoluindo para
métodos mais aperfeicoados como os emplastos de ervas, mel e a desinfec¢ao

com alcool proveniente do vinho e vinagre (Carter, 2003).

Hipocrates em 300 a.C. sugeriu aplicagdes nas lesdes infectadas de
calor, pomadas e remog¢ao de material necrosado. Com o surgimento de armas
de fogo, as lesdes tornaram-se mais dificeis de curar e somente com o avango
dos conhecimentos em quimica, € que surgiram os primeiros compostos de
cloro e iodo para limpeza e remogao de material ndo viavel das lesdes (Blanes,
2005).
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Atualmente a proposta do tratamento de lesdo com curativos topicos
inclui principios de limpeza, desbridamento mecéanico e/ou quimico, ambiente
local favoravel ao processo de cicatrizacdo em suas diversas fases, bem como
diversos tipos de coberturas para as lesdes a base de papaina, carvao ativado,
hidrocoloides, filmes de poliuretano, entre outros (Blanes, 2005, Mandelbaum
et al., 2003).

As perspectivas atuais para o tratamento tdpico direcionam para
pesquisas no campo da bioengenharia tecidual abordando a sintese de
substancias proteicas e quimicas (fatores de crescimento) envolvidas nos
fendbmenos cicatriciais sendo proposto para tal fim inovagdes como o
“biocurativo”. Os biocurativos obtidos a partir da adi¢ado “in vitro” de trombina e
gluconato de calcio ao plasma humano rico em plaquetas, estimulam a
degranulagao das plaquetas para liberagao de fatores de crescimento (PDGF e
TGF-R), de maneira a atuar diretamente no processo de cicatrizagcao (Carter,
2003)

1.2.1. Aspecto epidemioldgico das queimaduras

As queimaduras sao consideradas um problema de saude publica
mundial. Estima-se que em todo o mundo, cada ano, mais de 6,6 milhdes de
pessoas sofrem varios tipos de queimaduras e segundo a Organizagao Mundial
de Saude (OMS), é a quinta causa de morte violenta em todo o mundo, sendo
responsavel por 322.000, em 2002. Nos EUA, as queimaduras correspondem a
quarta causa por injuria. No Brasil, estima-se que pelo menos 1.000.000 de
individuos queimem-se por ano, sem haver restricdo de sexo, idade,
procedéncia ou classe social. Isso tras um forte impacto econémico, levando
em consideragao o tempo de tratamento prolongado (Zhang et al, 2010; Silva,
2008; Penn et al, 2012; Brigham, et al 1996)

No Brasil, as queimaduras ocupam o terceiro lugar entre as internagdes
por acidentes e violéncias. As queimaduras geram incapacidade prematura do

individuo, sequelas estético-funcional, incalculaveis custos emocionais e
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sociais nas vitimas e seus familiares e impacto sécioecondmico na sociedade,
tendo em vista o tratamento prolongado. Assim, a queimadura é considerada

um problema de saude publica. (Malagutti, 2010)

Para o sistema de Saude brasileiro, as consequéncias desses agravos
representam um aumento de gastos com emergéncia, assisténcia e
reabilitacdo mais onerosa do que a maioria dos procedimentos médicos

convencionais (Krug et al, 2002).

Os agentes causadores de queimaduras estdo diretamente relacionados
com as caracteristicas geograficas, climaticas, sociais e demograficas de cada
pais. Alta densidade populacional, pobreza e analfabetismo sdo os principais
fatores demograficos associados com um alto risco para queimaduras (Lima et
al,2008).

Nos hospitais de emergéncia, durante a fase aguda do tratamento, e no
atendimento ambulatorial, esses pacientes necessitam de atencao
especializada, de reabilitacdo fisica e psicolégica com sobrecarga sobre a

estrutura e o funcionamento dos servigos de saude. (Lima et al,2008)

Acidentes por queimaduras, ndo podem ser considerados uma doenca
instalada, com determinado curso e desfecho, e sim, um agravo que acomete o
individuo repentinamente e de forma brutal, levando a uma internagdo
inesperada. O crescimento dos gastos em saude depende do mercado, ou
seja, do encontro entre os que querem adquirir os bens e servigos de saude e

aqueles que os oferecem (Krug et al, 2002).

1.3. Farmacoeconomia

O consumo traduz-se sob a forma de compra de bens e servigos sendo,
portanto, um gasto efetivamente realizado. A demanda geral por um bem
reflete as intengdes de compra em paralelo com os diversos niveis de preco. O
consumo de saude € um consumo final em oposicdo ao consumo intermediario

efetuado em vista da produgao dos bens (Cramer et al,1998).
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O setor saude apresenta estruturas de mercado complexas e nada
Obvias. Essas estruturas influenciam criticamente os padrées de atendimento
médico e ndo podem ser ignoradas. Pelo lado da oferta, o lucro ndo € por si s6
um motivo adequado para explicar o "mercado" da saude, como é para outros
tipos de bens e servigos, dado que ha um grande numero de instituicoes
publicas e privadas nao lucrativas que prestam servigos de saude. Como tais
servigos nao podem ter um precgo "a priori" definido no mercado torna-se dificil
medir a preferéncia dos consumidores por eles. A propria medicina estatal, em
um grande numero de paises desenvolvidos garante direitos ao consumo de
tais servicos aqueles que ndo podem pagar pelos mesmos. Pelo lado da
demanda, os consumidores ndo escolhem entre os servicos de saude e os
demais bens e servigos através de uma "racionalidade na escolha", e sim pela
necessidade ou ndo de consumo de tais servicos. Esse consumo geralmente
ndo €& previsivel e ocorre em situacbes de forte conteudo
emocional/psicologico. Quem vai fixar que tipos de servicos vao ser
consumidos €, em ultima instancia, o médico, aquele que faz o diagndstico, e

nao o paciente (Cramer et al,1998).

Rotineiramente os profissionais de saude sao questionados quais as
melhores opg¢des de tratamento para os pacientes. Na década de 80, a grande
preocupagdo com o tratamento do paciente era a eficacia, seguranga do
tratamento, fornecendo que havia de melhor, ndo importando com o custo

desse tratamento (Bootman et al, 1996).

Durante esse periodo, em alguns paises foram realizados estudos a
respeito da capacidade dos planos de saude publico e privado em arcar com
custos de medicamentos e correlatos. Diante deste fato, chegou-se a
conclusdao de que em 30 a 40 anos os sistemas de saude entrariam em
colapso. Com essas informacgdes comegou a nascer uma preocupagao com 0s
gastos em saude, que originou um movimento chamado managedcare, que
pode ser traduzido como “atendimento gerenciado a saude”, ou uma
preocupacgao econdmica administrativa das a¢des de saude, que estimulou no
aparecimento de uma nova ciéncia denominada Farmacoeconomia (Bisson,
2007).
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Sabe-se que é necessario melhorar a prescricdo. No entanto, subjacente
a esta intencdo esta a de reduzir os custos de medicamentos. As
preocupagdes socioecondémicas sdo tanto de quem paga como de quem quer
vender. Tal como acontece com outras areas da producdo e do comercio, 0s
quais sao fornecedores de bens que mais tem se preocupado em demonstrar
as vantagens econdmicas dos seus produtos. Neste caso, € a industria
farmacéutica quem, paralelamente a analise da eficacia e da seguranca dos
medicamentos, mais tem investido em demostrar o impacto econémico destes
(Folland et al, 1997).

O objetivo da investigacdo em farmacoeconomia € identificar, medir e
comparar os custos (os recursos consumidos) e os resultados (efetividade,
qualidade de vida, utilidade, eficacia, seguranga, morbidade, mortalidade) da
utilizacdo dos medicamentos. A farmacoeconomia €, portanto, a aplicacdo da
economia da saude especificamente aos medicamentos, e ndo pode ser

considerada uma ciéncia ou técnica individualizada (Bisson, 2007).

A farmacoeconomia nao estad relacionada com uma ciéncia em
particular; ela € uma compilagao de ciéncias. Os métodos de pesquisa usados

pelos cientistas sao:

v" Analise de custo-minimizacgéo;
Analise custo-efetividade

v

v" Analise custo-beneficio;
v" Analise custo-utilidade;
v

Qualidade de vida ajustada por anos de vida.

Séao retiradas de varias ciéncias, incluindo economia, epidemiologia,

farmacia, medicina e ciéncias sociais (Cramer et al., 1998).

Os estudos farmacoecondmicos tém sido realizados principalmente pela
industria farmacéutica. A maioria desses estudos é solicitada pelo marketing
das industrias farmacéuticas, que utilizam os resultados, como uma nova
promogao, procurando estabelecer vantagens sobre os outros medicamentos ja
comercializados. Por outro lado, devido sua prépria formagao, as maiorias dos

médicos preocupam-se essencialmente em conhecer a eficacia e a seguranga
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dos medicamentos que prescreve e esta pouco treinada para compreender e

interpretar os estudos econdémicos (Bisson, 2007).

A avaliacdo econOGmica de custos de tratamentos ndo € de grande
preocupacgao para o meédico prescritor, e sim para os gestores de saude publica
ou privada (Cramer et al, 1998).
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> Avaliar a eficacia e efetividade do Gel de plaquetas em ratos wistar

com lesdes de pele sofridas por queimaduras por escaldo, simulando
acidentes domésticos;

» Realizar farmacoeconomia, analisando tempo de tratamento e custo

do produto em relagao ao protocolo ja estabelecido.
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3. CASUISTICA E METODOS
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3.1. CASUISTICA

Foi realizado estudo clinico prospectivo, com modelo de coorte temporal
longitudinal, utilizando 25 ratos da raga Wistar (Rattus norvegicus albinus)
adulto, em virtude da facilidade de obtencéao, baixo custo de manutencao e alta
resisténcia a infec¢do. Esse estudo foi realizado no Hemocentro da Faculdade
de Medicina de Botucatu, no periodo entre agosto a dezembro de 2012.

A pesquisa foi encaminhada ao Comité de Etica e Pesquisa e a
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de
Botucatu/SP. Foi elaborado um documento esclarecendo os detalhes da
pesquisa respeitando todas as normas e principios éticos em experimentacao
animal determinados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal —
COBEA.

Foram incluidos neste estudo somente ratos da ragca Wistar (Rattus

norvegicus albinus), em idade adulta, macho, com peso de 200 — 300 gramas.
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3.2. METODOLOGIA

O delineamento experimental (Grupos experimentais) foi elaborado da

seguinte maneira:

» Grupo A contendo 10 ratos e identificados com ficha azul (figura 4)
» Grupo B contendo 10 ratos e identificados com ficha amarelas (figura 5)
» Grupo C, grupo controle contendo 5 ratos e identificados com ficha

cor de rosas (figura 6)

Figura 4 - identificacdo Grupo A Figura 5 - identificagdo Grupo B

Figura 6 - identificacdo Grupo controle

Todos os ratos desse estudo foram sedados com Cloridrato de Cetamina
com concentragao de 80mg/kg, e administrado na dose de 20mg/animal. Esse
medicamento foi associado com Cloridrato de Xilazina com concentragao
10mg/Kg, sendo administrando na dose de 2,5 mg/animal. Para realizagao
desse procedimento foi realizado um processo de contencdo, com firmeza,

porém de forma gentil, colocando-se as mé&os firmemente sobre o dorso e a
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caixa toracica, e a cabega imobilizada com o polegar e o indicador,
imediatamente atras da mandibula. O monitoramento ocorreu antes, durante e
apdés o procedimento anestésico, que avaliou a presenga ou auséncia de
determinados sinais como reflexo da cauda, reflexo palpebral e corneal e
alteragdes da frequéncias cardiaca (FC) e respiratdoria (FR), que sofrem
modificagdes de acordo com os planos atingidos da anestesia.( HALL et al,
1991)

O monitoramento dos animais ocorreu através de observacgao visual, quanto
ao padrao respiratério, presenca de secregdes nasais ou oculares e diarréia,
sintomas esses que podem acusar anormalidades, e desta forma retirados do
procedimento.

Apos ter detectado a sedacido e anestesia dos animais, procedeu a
realizacdo da depilagdo por tragdo no dorso com dimensdes de 5 X 5 cm.

(figura 7).

Figura 7 - Depilacao por tracdo no dorso — dimensdes de 5x5 centimetros

Para obtencido da lesdo foi simulado um acidente doméstico, escaldo
por agua quente, em seu ponto de ebuligdo 110°C. Apds 2 horas ao acidente
administrou-se Dipirona Sodica 15mg/kg a cada 6 horas via oral, e Cloridrato
Tramadol 2,5mg/kg a cada 8 horas também por via oral, ambos diluidos em

agua, para melhor analgesia dos animais.

Todos os ratos foram submetidos a lesdes térmicas e tratados como

descrito na tabela 1.
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Tabela1 - Classificacdo dos grupos segundo o tipo de tratamento.

Grupo Tratamento

A Tratamento convencional

B Tratamento Gel de Plaqueta
C Nao tratado (controle)

Tratamento convencional:

Para o tratamento convencional utilizou-se pomada Kollagenase®
(Cloranfenicol + Colagenase), laboratério Cristalia (Reg. MS n 1.0298.0049) em
dias alternados, com objetivo de promover o desbridamento das queimaduras.
Esse € um medicamento cicatrizante, atuando como fibrinolitico de uso adulto

com indicagao para ulceras, escaras, queimaduras e feridas.

Gel de Plaquetas (home made):

Foram selecionadas unidades de Concentrado de Plaquetas randémicas
e coletadas por aférese para a preparagao do gel, bem como obtencdo de

trombina humana.

3.2.1. Obtencao do concentrado de plaguetas randémicas (CP)

Realizada através da coleta de bolsas de sangue total de doadores de
sangue fidelizados (no minimo 4 doag¢des nos ultimos 18 meses). Este critério
foi utilizado para minimizar os efeitos de coleta de doador de sangue em janela

imunoldgica.

Essas bolsas foram submetidas a centrifugacdo de 2.300 rpm em
centrifuga refrigerada (22°C), por cinco minutos, obtendo-se o plasma rico em
plaquetas (PRP), este € novamente centrifugado a 4.100rpm (22°C), por dez

minutos. Obtém-se entdo, o concentrado de plaquetas com volume final de 50
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a 70 ml, devendo permanecer em repouso, sob a mesma temperatura, por
aproximadamente uma hora, até que ocorra a desagregacao plaquetaria
espontanea. Esta bolsa foi processada de acordo com os protocolos
estabelecidos pelo Laboratério de Processamento de Hemocomponentes do
Hemocentro de Botucatu/UNESP.

De acordo com a legislagdo (RDC 57 de 16/12/2010), o concentrado de
plaguetas tem validade de 3 a 5 dias para fins transfusionais, dependendo do
tipo de plastificante da bolsa de conservagdo. Findo este prazo, o Laboratério
de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu resgata essas unidades de
CP que iriam para descarte e inicia um processo de controle de qualidade

dessas plaquetas com a finalidade de utiliza-las na confecgao do gel.

3.2.2. Obtencédo do concentrado de plaquetas por aférese (CPA)

Obtidos a partir do procedimento de coleta por Aférese (Plaqueta
Aférese), utilizando COBE Spectra Apheresis System. Essas plaquetas sao
oriundas de coleta especifica de doador de sangue fidelizado (no minimo 4
doagdes nos ultimos 18 meses). Este critério foi usado para minimizar os
efeitos de coleta de doador de sangue em janelas imunoldgica. Esta bolsa foi
processada de acordo com os protocolos estabelecidos pelo Laboratério de

Processamento de Hemocomponentes do Hemocentro de Botucatu/UNESP.

O prazo de validade e o processamento do CPA seguem 0s mesmos
padrées do CP.

3.2.3. Controle de Qualidade dos CPs

As caracteristicas dos CPS produzidos pelo Hemocentro de Botucatu
sdo definidas por publicagcbes cientificas e pela legislagdo vigente para este

hemocomponente, que sao:

v" Volume de 45 a 60mL
v" NUmero de plaquetas por unidade = 5,5 x 10"

v < 0.2 x 10° glébulos brancos por unidade
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v' < 1.0 x 10°glébulos vermelhos por unidade
v’ < 6.5 x 108linfécitos por unidade
v pH64-74

Com a expiracdo do prazo de validade para fins transfusionais, as
unidades de CPs sao enviadas ao Laboratério de Engenharia Celular do
Hemocentro de Botucatu e armazenadas para congelamento a -30°C em pools
de até 12 unidades. Esses pools recebem o rétulo de “n&o liberados” até que
os testes de qualificacdo deste lote estejam finalizados. Os Testes de
Qualificagado da matéria prima sado: Hemocultura (BactAlert®), Determinagao do
numero de Plaquetas e Dosagem de PDGF (Fator de crescimento derivado de

plaguetas) e VEGF (Fator de crescimento vasoendotelial).

3.2.4. Obtencao do Gel de Plaquetas

E preparado um creme-base onde sdo adicionadas substancias
lipossoluveis como 6leos e vitaminas, importantes no processo de cicatrizagcao
e também em manter o leito da lesdo hidratado. Em seguida séo incorporados
os principios ativos derivados dos CPs e Trombina humana purificada. Todo
esse procedimento é realizado em area limpa e camara de fluxo laminar

(Figura 8). O produto final é envasado em bisnagas estéreis de 60g (Figura 9).

Figura 8 - Producédo do Gel de Plaquetas home made em camara de fluxo laminar e area
limpa. Fonte: Arquivo Pessoal




Casuistica e Métodos 43

Figura 9 -Gel de Plaquetas envasado em embalagem de 60g. Fonte: Arquivo Pessoal

3.2.5. Obtencao da trombina humana

Obtida a partir da adigdo do Gluconato de Calcio a 10% na proporgéo
de 0,2mL para cada 1,0mL de soro e incubado a 37°C por 30 minutos. Extraiu-
se por centrifugacdo o sobrenadante (trombina) e fracionado em aliquotas

armazenado a —28°C.

O tratamento com gel de plaquetas foi realizado como o tratamento

convencional, ou seja, utilizando o produto em dias alternados.

A aplicagdo do Gel de plaquetas e da pomada Kollagenase® foram
monitoradas através de exames clinicos e foto documentagcdo das areas
tratadas. O acompanhamento sequencial da cicatrizagao também foi realizado
por foto documentagdo em dias alternados, totalizando 30 dias, sendo
utilizados os parametros iniciais e avaliagdo da formagado do novo tecido.
(ANEXO 1)

3.2.6. Analise Histoldgica

Ao final do procedimento, os animais foram submetidos a Eutanasia,
pelo método quimico em cadmara com gas carbbnico, assegurando que o
animal ndo passe por nenhum sofrimento. Depois de constatada a morte do

animal através da cessacdo dos sinais vitais e opacificacdo da cérnea, foi
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realizada a remogao da area lesada através da técnica de punch. A amostra foi
acondicionada em frasco plastico contendo solugdo conservante (formol
tamponado 10%) com volume aproximadamente igual a 10 vezes o volume da

peca, onde permaneceu por um periodo igual a 24 horas.

Posteriormente, estes foram hemisseccionados, desidratados em
solugcdes crescentes de etanol a 70, 95 e 100° GL, diafinizados em xilol e
incluidos em parafina (técnica histolégica convencional). Secg¢des histologicas
de 5u foram obtidas a partir das amostras emblocadas em parafina e
posteriormente submetidas a coloragdo Hematoxilina/Eosina (HE) para
avaliacdo das caracteristicas do processo inflamacgao-reparo e epitelizacao
visualizada em microscépico o6ptico Olympus CH2, ocular 10X-T/18L no

aumento 40, 100 e 400 vezes.

3.3. Procedimentos estatisticos

Foi realizada analises estatistica pelo método Kruskal-Wallis (analise
nao paramétrica) utilizando software SAEG (Sistema de Analises Estatistica e
Genética), 2007.




Resultados 45

4. RESULTADOS:
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Os pesos médios dos animais avaliados nesse estudo estdo expressos

na tabela 2:

Tabela 2 - Peso médio dos ratos da raga Wistar em cada grupo

Grupo A Grupo B Grupo C

247,09 2478 g 24144

4.1. Resultados Clinicos

No Grupo A, apds o tratamento com Kollagenase®, foram analisados 10
ratos os quais apresentaram eritema em todas as lesdes avaliadas. As crostas
foram classificadas de acordo com o acometimento das lesdes e neste grupo,
30% (3/10) dos animais apresentaram crosta em 1/3 da extensdo da lesé&o;
20% (2/10) apresentaram crosta em 2/3 da lesdo; 40% (4/10) apresentaram
crosta em 3/4 da extensédo da lesdo e 10% (1/10) ndo apresentaram crosta. Foi
observada a presenga de exsudato em 20% (2/10) dos animas desse grupo.

Estes resultados estdo expressos na tabela 3.

Tabela 3 - Avaliagdo clinica das lesdes do Grupo A (Kollagenase®)

n Eritema Crosta Exsudato
1 P +++ A
2 P + A
3 P + A
4 P +++ A
5 P + A
6 P ++ P
7 P A P
8 P +++ A
9 P ++ A
10 P +++ A

P: presente; A: ausente; +: crosta presente em 4 da lesdo; ++: crosta presente em 2/4 da
lesao; +++ crosta presente em 3/4 da lesao.




Resultados 47

No Grupo B, apés o tratamento com gel de plaquetas, todos os animais
avaliados apresentaram eritema nas lesdes observadas. As crostas foram
igualmente classificadas como no Grupo A e estiveram presentes em todos os
animais, diferenciando-se quanto ao grau de acometimento, sendo que 80%
(8/10) dos animais apresentaram crosta em 3/4 da lesédo; 10% (1/10)
apresentaram crosta em 2/4 da lesdo e em 10% (1/10) dos animais observou-
se crosta presente em 1/3 da les&o. Nao foi observada a presenca de exsudato

nos animais deste grupo. Estes resultados estdo expressos na tabela 4.

Tabela 4 - Avaliagao clinica das lesdes do Grupo B (Gel de Plaquetas)

Eritema Crosta Exsudato

=
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+++

+++

+++

+++

+++

++
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> > >r > > r >r > >
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o © ® N o b~ WwN =

T

+++

>

P: presente; A: ausente; +: crosta presente em 4 da lesdo; ++: crosta presente em 2/4 da
lesao; +++ crosta presente em 3/4 da lesao.
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No Grupo C (controle) todos os animais avaliados apresentaram
eritemas nas lesdes observadas. As crostas ocorreram somente em 20% (1/5)
dos animais e ainda assim em 1/3 da lesdo. Neste grupo, ndo observou a

presenca de exsudato. Estes resultados estdo expressos na tabela 5.

Tabela 5 - Avaliagao clinica das lesées do grupo C (Controle)

N Eritema Crosta Exsudato
1 P A A
2 P ¥ A
3 P A A
4 P A A
5 P A A

P: presente; A: ausente; +: crosta presente em 4 da lesdo; ++: crosta presente em 2/4 da
lesao; +++ crosta presente em 3/4 da lesao.

Na analise estatistica foi observada diferenga significativa (p<0,01) para
formagao de crosta entre o Grupo B (tratados com gel de plaquetas) e o Grupo
C (Controle). Nao foram observadas diferencas significativas para outras

caracteristicas.
4.2. Resultados Histopatolégicos

No procedimento histolégico foram analisadas as seguintes estruturas:
presencga de vasos sanguineos (Tabela 6), macrofagos (Tabela 7), fibroblastos

(Tabela 8), fibras colagenas (Tabela 9) e epitélio (Tabela 10).

Tabela 6 - Analise Histoldgica dos vasos sanguineos

Vasos sanguineos
Grupos (n)
Discreto Moderado Intenso
A (10) 60% (6) 20% (2) 10% (1)
B (10) 30% (3) 40% (4) 30% (3)
C (5) ausente 80% (4) 20% (1)
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Tabela 7 - Analise Histolégica dos macréfagos

Macréfago
L Discreto Moderado Intenso
A (10) 30% (3) 50% (5) 20% (2)
B (10) 20% (2) 60% (6) 20% (2)
C (5) 20% (1) 80% (4) ausente
Tabela 8 - Analise Histoldgica dos Fibroblastos
G Fibroblastos
rpos Discreto Moderado Intenso
A (10) 10% (1) 70% (7) 20% (2)
B (10) 10% (1) 80% (8) 10% (1)
C (5) 20% (1) 40% (2) 40% (2)
Tabela 9 - Analise Histolégica das Fibras Colagenas
Grupos Fibras Colagenas
Discreto Moderado Intenso
A (10) 60% (6) 40% (4) ausente
B (10) 60% (6) 20% (2) 20% (2)
C (5) 80% (4) 20% (1) ausente

Tabela 10 - Analise Histoldgica do Epitélio

Epitélio
Grupos
Normal Anormal
A (10) 80% (8) 20% (2)
B (10) 70% (7) 30% (3)
C (5) 60% (3) 40% (2)

A analise estatistica demonstrou que nao ha diferenca significativa entre

0s grupos na avaliagéo histopatoldgica.
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4.3. Farmacoeconomia

Seguindo a analise de custo-efetividade dos produtos objetos deste
estudo, no Grupo A foi utilizado 90 gramas de Kollagenase® para o tratamento
total, tendo um custo de R$ 84,00 de acordo com a tabela Brasindice, janeiro
2013; entretanto, no Grupo B foi utilizado 120 gramas do Gel de plaquetas,
com o custo de R$10,40 (fonte: Laboratério de Engenharia Celular —

Hemocentro UNESP). Estes resultados estdo expressos na tabela 11.

Tabela 11: Custo-efetividade da Kollagenase®X Gel de plaquetas home made

Produto Quantidade Valor

Kollagenase® 90 gramas R$ 84,00
Gel de plaquetas 120gramas R$10,40
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5.

DISCUSSAO
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As queimaduras s&o um problema de saude publica, pois trazem
sequelas estéticas funcionais que comprometem a qualidade de vida do
paciente. Muitas vezes esses pacientes, devido ao tratamento, sao

impossibilitados de trabalhar, o que gera custos para o estado.

A ciéncia tem a funcdo de contribuir para minimizar estes efeitos,
através de estudos que promovam uma melhor qualidade de vida para o

paciente e redug&o de gastos por parte do estado.

Foi baseado nestes fatos, que o presente estudo foi elaborado. Para
avaliarmos a acado da Kollagenase® e Gel de plaquetas home made sobre
queimaduras de primeiro grau foi necessario estabelecer algumas variaveis

para observagdes clinicas e histologicas.

As variaveis clinicas eritema, crosta e exsudato foram determinadas
baseando-se em dados do protocolo da Sociedade Brasileiras de Cirurgia
Plastica, 2008.

As variaveis histologicas macrofagos, fibroblastos, fibras colagenas,
vasos sanguineos e tecido epitelial foram selecionadas baseando-se na
literatura (Robbins,1999), que relatam a agao dessas variaveis e seu papel no

processo cicatricial.

Nos resultado clinicos observados, eritema foi uma variavel que ocorreu
em todos os animais dos grupos estudados. Este fato se explica devido as
condicbes normais do processo de cicatrizacdo no qual as células endoteliais
vasculares comegam a proliferar para formar um tipo de tecido especializado
chamado de tecido de granulagdo. Este tecido € um importante indicador da
cicatrizagdo. (Robbins,1999; Mandelbaum et al, 2003; Andrade et al, 2010).
Segundo Balbino et al, 2005, os fibroblastos sdo os principais componentes do
tecido de granulacdo e apds a influéncia dos fatores de crescimento, sao
ativados e migram das margens da lesdo para o centro. Com o aumento do
numero de fibroblastos ativados para a producdo de colageno, a matriz
extracelular comega a ser substituida por um tecido conjuntivo mais forte
(Balbino et al, 2005).
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De acordo com a literatura, a crosta tem uma importante funcao de isolar
a ferida do meio externo, prevenindo a penetragao de agentes infecciosos. A
formacéo da crosta ocorre pela liberacdo do exsudato filtrado, aparecendo na
superficie da pele (Silva, 2006). Com a evolugéo do processo inflamatorio na
lesdo, a matriz extracelular, que inicialmente era composta por proteinas
plasmaticas e plaquetas, também se modifica passando a ser composta por
fibroblastos e vasos neoformados. Os fibroblastos locais passam a produzir
grandes quantidades de fibronectina, colageno, aumentando também a sintese
de proteoglicanas e glicosaminoglicanas. Este conjunto de substancias confere
a area lesionada uma camada cruenta conhecida por crosta. Esta camada é o
microambiente ideal e protetor para a movimentagcdo celular, atuagcdo dos
fatores de crescimento, proliferacdo celular e inducdo da angiogenese
(Peacock, 1984; Balbino et al, 2005).

Os resultados mostram que os animais do grupo B apresentaram
crostas maiores em relagdo aos animais dos grupos A e C, havendo diferenca
significativa (p<0,01), para formagao de crosta entre o Grupo B (tratados com
gel de plaquetas) e o Grupo C (Controle). Isso sugere que o tratamento com
um composto bioativo como o Gel de Plaquetas home made rico em fatores de
crescimento como TGF-, PDGF e EGF poderia ter estimulado a migragéo de
macrofagos e fibroblastos das margens da ferida para o seu centro, resultado
assim na intensa formacgao da crosta visualizada. A Tabela 8 mostra que 80%
dos animais do Grupo B apresentaram quantidades moderadas de fibroblastos

na analise histologica.

O exsudato é um fluido que também esta presente no processo
inflamatdrio. Entretanto, se o exsudato tem caracteristicas purulentas, é
possivel que haja contaminagbes por microorganismos. Neste estudo, a
presengca de exsudato ocorreu somente em 2 animais do grupo A, e mesmo
assim em propor¢gdes minimas. Este fato nos mostra que o processo cicatricial
aconteceu independente do medicamento utilizado ou sem a utilizacdo do

medicamento.
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A angiogénese é etapa fundamental do processo de cicatrizacdo, na
qual novos vasos sanguineos sao formados a partir de vasos preexistentes
(Folkman,1992). Em resposta a lesdo tecidual, a angiogénese é processo
dinamico, finamente regulado por sinais presentes tanto no soro quanto na
matriz extracelular local (Risau, 1997). Durante o processo cicatricial, a
formagao de novos vasos sanguineos torna-se necessaria para a formagao do
novo tecido de granulagao, correspondendo as células dos vasos sanguineos a
cerca de 60% do tecido de reparo. (Arnold, 1991)

Na analise histolégica dos vasos sanguineos, o grupo controle
apresentou um grande numero de vasos sanguineos no processo final da
cicatrizagdo em comparagdo com os animais dos outros grupos, porém sem
diferencas estatisticas significantes. Este fato nos mostra que no grupo
controle, o processo de cicatrizagdo necessitou de uma demanda maior de

angiogénese para a formacgao do tecido de granulacgéo.

Os mondcitos do sangue periférico infiltraram-se no local da ferida tanto
inicialmente quanto durante o transcorrer do processo cicatricial. Essa
infiltracdo ocorre em resposta a agentes quimiotaticos, como por exemplo, o
PDGF. A liberacdo dos fatores provenientes das plaquetas, assim como a
fagocitose dos componentes celulares, como fibronectina ou colageno,
contribui também para a ativacdo dos mondcitos, transformando-os em
macrofagos que sao as principais células envolvidas no controle do processo
de reparo (Balls, 1994; Carter, et al, 2003).

O macréfago ativado € a principal célula efetora do processo de reparo
tecidual, degradando e removendo componentes do tecido conjuntivo
danificado, como colageno, elastina e proteoglicanas. Além desse papel na
fagocitose de fragmentos celulares, os macréfagos também secretam fatores
quimiotaticos que atraem outras células inflamatérias ao local da ferida e
produzem prostaglandinas, que funcionam como potentes vasodilatadores,
afetando a permeabilidade dos microvasos.( Kierszenbaum, 2004, Clark, 1996
Singer, 1999) Os macréfagos produzem varios fatores de crescimento, tais

como o PDGF, o TGF-B, o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o




Discussdao 55

VEGF, que se destacam como as principais citocinas necessarias para

estimular a formacgao do tecido de granulacao (Singer,1999)

Em nossa analise histolégica, o0s macrofagos apareceram
moderadamente nos 3 grupos estudados, 0 que nos sugere que a migracao
dessas células acontecem independentemente do uso de medicamentos sobre

as areas queimadas.

Os fibroblastos s&o as principais células envolvidas na cicatrizacédo e
tém por principal fungdo a manutengédo da integridade do tecido conjuntivo,
pela sintese dos componentes da matriz extracelular (Junqueira & Carneiro,
2004). Os fibroblastos sao estimulados a produzir e a depositar componentes
da matriz extracelular e, na pele, esses eventos s&o necessarios para permitir e

promover a reepitelizagao (Kierszenbaum, 2004).

No presente estudo, a analise de fibroblastos foi feita no 30° dia e a
quantidade de fibroblastos encontrada apresentou-se moderada nos 3 grupos
analisados, sem diferengas estatisticas significantes, ndo havendo relagdo com

o0 uso de medicamentos sobre as lesoes.

O fibroblasto produz a substdncia fundamental amorfa-
mucopolissacarideos envolvidos com a producdo e orientagdo das fibras
colagenas bem como o tamanho dessas fibras e a sintese propriamente de

colageno (Junqueira & Carneiro, 2004).

A excecdo dos ferimentos que atingem apenas superficialmente a
epiderme, todos os demais serao repostos pela formacao de tecido conjuntivo

fibroso, que é constituido na sua totalidade por fibras colagenas (Aun,1995).

As primeiras fibras colagenas surgem em quatro a cinco dias. No inicio
da fase proliferativa, a sintese e a lise de colageno se dao simultaneamente.
Qualquer intensificagdo da lise ou atraso ou diminuigdo da sintese podem

causar a deiscéncia de uma ferida ou anastomose. (Hunt, 1993.)

O colageno é o responsavel pela forga e integridade de todos os tecidos,
sendo que a forgca e a integridade do tecido de reparagao reside no tipo € na

quantidade de fibras colagenas (Kleiman, et al 1995)
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Em nossa avaliagao, as fibras colagenas apresentaram-se discretas na
maioria dos animais dos 3 grupos, o que nos indica a formacao de um tecido
de granulag&o ainda imaturo, principalmente nos animais do grupo C. Apesar
destes resultados mostrados na Tabela 9, a formacdo de crosta foi

estatisticamente significativa nos animais do Grupo B (Tabela 4)

A reepitelizagao é o recobrimento da ferida por novo epitélio e consiste
tanto na migragao quanto na proliferagdo dos queratindcitos a partir da periferia
da lesdo. E importante por reestruturar as funcdes da epiderme que foram
perdidas com a ocorréncia da lesdo: protegdo mecanica, regulagdo da
temperatura local, defesa contra microorganismos e barreira hidrica
(Kierszenbaum, 2004).

No presente trabalho, na analise histolégica, houve a formagado completa
do epitélio, principalmente no grupo A. Os resultados histoldgicos obtidos neste
trabalho se equiparam aos dados da literatura relatado por Lange et al 2003,
onde observaram epitelizagdo quase completa, reagédo inflamatéria aguda
praticamente ausente, fibroblastos jovens e vasos sanguineos amadurecidos,
deposigao de fibras colagenas e discreto infiltrado de macrofagos e linfécitos.
Neste mesmo estudo, no grupo nao tratado ocorreram infiltrados
moderadamente acentuados de macréfagos e linfécitos, vasos sanguineos de
maior calibre, porém em menor numero, presencga de tecido conjuntivo frouxo e

discreta presenca de fibras colagenas.

Em relacdo a Farmacoeconomia, podemos concluir que diante dos
resultados obtidos, o Gel de plaquetas apresentou um custo 8 vezes menor
que a pomada Kolagenase®. Em relagdo a efetividade do tratamento, nas
condicbes experimentais estudadas, nao foram observadas diferencas
significativas entre eles, excegao observada no grupo de animais tratados com
o Gel de Plaquetas em relagdo a formagao de crostas. Este fato nos mostra
que o tratamento das queimaduras com o Gel de plaquetas pode impactar
economicamente os sistemas de saude publico e privado. Desta forma, o
numero de pacientes assistidos pode ser maior, com menor custo financeiro e

a mesma efetividade.
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6.

CONCLUSAO:
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A eficacia da Kolagenase® e do Gel de plaquetas home made em
lesdes causadas por queimaduras em ratos tiveram resultados clinicos e

histolégicos compativeis e semelhantes.

O grupo controle apresentou resultados satisfatérios, entretanto houve

um maior gasto energético e tempo maior de cicatrizagao.

O gel de plaquetas apresentou um melhor custo efetividade em relagao

a pomada Kolagenas
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