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RESUMO 

A pesquisa e a identificação de proteínas diferencialmente expressas no 

exsudato inflamatório das ulceras venosas crônicas (UVCs) podem auxiliar 

o profissional da saúde no prognóstico da cicatrização. Essa expressão 

pode estar relacionada à cura ou à falha terapêutica da lesão. Este estudo 

teve por objetivo identificar as proteínas expressas no exsudato inflamatório 

das UVCs e correlancioná-las com a remissão das feridas. Foram 

acompanhados 28 pacientes, com 37 UVCs, durante 90 dias com 

tratamento padrão. Os exsudatos inflamatórios foram colhidos antes do 

início do tratamento (T=0) e analisados pela estratégia Shotgun label free. 

Após 90 dias de tratamento houve redução da área em 25 (67,6%) úlceras. 

As análises de espectrometria de massas dos exsudatos inflamatórios 

identificaram o aumento nas expressões das proteínas complement C3, 

apolipoprotein-A1, ceruloplasmin e neutrophil-defensin-1 relacionado à 

evolução da área da úlcera ao final do estudo. Complement C3 e 

ceruloplasmin foram identificadas em todas as lesões analisadas e se 

relacionaram aos maiores índices de cicatrização. Apolipoprotein-A1 e 

neutrophil-defensin-1 se correlacionaram ao aumento da área da úlcera 

após 90 dias de estudo, estando presentes em 100% e 91% (34) das lesões 

estudadas, respectivamente. Há portanto, diferença de expressão de 

proteínas entre os exsudatos de úlceras venosas com melhor e pior 

prognóstico cicatricial. O aumento de expressão das proteínas complement 

C3, ceruloplasmin, apolipoprotein-A1 e neutrophil-defensin-1 frente à 

presença e ausência de cicatrização sugere que as mesmas são potenciais 

candidatas à marcadores prognósticos de cicatrização das úlceras venosas 

crônicas. Ensaios clínicos multicêntricos serão necessários para validar 

estes achados. 

Palavras-chave: Úlcera venosa crônica, expressão de proteínas, exsudato inflamatório; 

espectrometria de massas; biomarcadores prognósticos. 
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ABSTRACT 

The research and identification of proteins differentially expressed in the 

inflammatory exudate of chronic venous ulcers (UVCs) can assist the health 

professional in the prognosis of healing. This expression may be related to 

the cure or therapeutic failure of the lesion. This study aimed to identify the 

proteins expressed in the inflammatory exudate of UVCs and correlate them 

with wound remission. 28 patients were followed up with 37 UVCs for 90 

days with standard treatment. Inflammatory exudates were collected before 

treatment started (T = 0) and analyzed using the Shotgun label free strategy. 

After 90 days of treatment, there was a reduction in the area in 25 (67.6%) 

ulcers. Mass spectrometry analyzes of inflammatory exudates identified an 

increase in the expressions of complement C3, apolipoprotein-A1, 

ceruloplasmin and neutrophil-defensin-1 related to the reduction of the ulcer 

area at the end of the study. Complement C3 and ceruloplasmin were 

identified in all lesions analyzed and were related to the highest healing 

rates. Apolipoprotein-A1 and neutrophil-defensin-1 correlated with an 

increase in the ulcer area after 90 days of study, being present in 100% and 

91% (34) of the studied lesions, respectively. There is, therefore, a 

difference in protein expression between venous ulcer exudates with better 

and worse scar prognosis. The increased expression of complement C3 

proteins, ceruloplasmin, apolipoprotein-A1 and neutrophil-defensin-1 in the 

presence and absence of healing suggests that they are potential 

candidates for prognostic markers of chronic venous ulcer healing. 

Multicenter clinical trials will be needed to validate these findings. 

Keywords: Chronic venous ulcer, protein expression, inflammatory 

exudate; mass spectrometry; prognostic biomarkers. 
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INTRODUÇÃO 

As UVCs são um dos principais problemas de saúde pública do 

mundo ocidental [1]. Estudos epidemiológicos realizados na última década 

evidenciaram a prevalência entre 34,5 e 150,8 milhões de pessoas 

acometidas [2,3-6]. As úlceras crônicas de perna são lesões duradouras, 

em geral acima de 6 semanas podendo durar mais de 20 anos, de 

recorrência frequente e relacionadas com complicações da insuficiência 

venosa nos membros inferiores [7,8].  

O tratamento é prolongado, oneroso para os sistemas de saúde e 

tem impacto social importante pois contribuem para o afastamento do 

trabalho. [9-12]. Os pacientes evoluem para restrição da mobilidade, 

isolamento social e redução na qualidade de vida [13,14]. Esses aspectos 

acometem a saúde mental aumentando os distúrbios do sono [15], 

evoluindo para ansiedade e posterior depressão [16]. Os fatores 

prognósticos da cicatrização ainda não são claros, haja vista que algumas 

feridas apresentam cicatrização espontânea. 

Neste contexto a abordagem investigativa dos fluídos corpóreos 

humanos pela da análise proteômica tem sido vista como uma importante 

ferramenta analítica para a descoberta de marcadores moleculares que 

podem auxiliar no diagnóstico e prognóstico em diversas doenças [17,18]. 

Assim, o exsudato inflamatório das UVCs é uma amostra biológica 

abundante, de fácil colheita e na maioria das vezes desprezada pelos 

profissionais da saúde. Este é uma mistura complexa de proteínas presente 
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na lesão, contendo fatores de crescimento, proteínas de matriz, proteinases 

e citocinas. As variações destes componentes no exsudato podem ser 

utilizadas como uma ferramenta para o entendimento dos eventos que 

modulam a cronicidade destas feridas [17,19-22].  

O presente estudo teve por objetivos identificar potenciais proteínas 

diferencialmente expressas no exsudato inflamatório das UVCs, 

correlancionando-as com a evolução do processo cicatricial, a fim de 

diferenciar úlceras de fácil e de difícil cicatrização.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

População do Estudo 

 Por se tratar de um estudo de continuidade, utilizou-se os dados da 

população amostral de 37 úlceras de 28 pacientes já descrita em estudo 

prévio, realizado por Cavassan et al. [23]  

 

Desenho do estudo 

Este estudo foi observacional do tipo coorte analítico.  

Os pacientes foram incluídos no estudo consecutivamente à sua 

ordem de chegada no serviço de atendimento, no período de março de 

2014 à março de 2015. Todos os pacientes foram submetidos à 

questionário clinico-epidemiológico com questões relevantes à pesquisa e 

requeridos quanto ao conhecimento e aprovação do uso do material 
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biológico pela da assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) aprovado pelo Conselho de Ética em Pesquisa da 

Instituição (parecer nº 501.218/2013). Nenhum curativo ou terapia foi 

padronizado para este estudo, sendo o tratamento prescrito 

individualmente, de acordo com a indicação do dermatologista responsável. 

Entretanto os tratamentos orientados foram os padrões para UVCs, ou seja, 

curativos de acordo com a necessidade da ferida e terapia compressiva. Os 

participantes foram acompanhados por 90 dias.  

 

Análise da Área da Úlcera  

As análises das áreas de cada úlcera foram realizadas nos 

momentos T=0 e T=90. O desenho dos contornos de cada úlcera foi 

realizado em filme plástico transparente utilizando caneta hidrográfica, 

sendo em seguida, transferido para uma folha de papel em branco. Próximo 

ao desenho foi determinada uma escala de dois centímetros para criação 

de um referencial fotográfico. Posteriormente, foram capturadas imagens 

dos desenhos e referenciais de todas as úlceras, que, após serem 

transferidas para computador puderam ser analisadas individualmente no 

software ImageJ (Version 1.52) [24]. A partir do referencial conhecido, foi 

realizada a calibragem do software, para estimar a área de cada lesão, a 

partir da relação (pixels/cm). A área da úlcera em T = 0 (A 0), foi utilizada 

como referência para determinar a progressão da lesão em T = 90 (A 90) 

pela equação ΔA=A90-A0. A diferença entre as áreas iniciais e finais de 
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cada úlcera foi denominada de redução da úlcera.  

 

Colheita e Preparo do Material 

 A colheita dos exsudatos e a análise das áreas foram realizadas no 

momento do primeiro atendimento (T=0) e baseada no protocolo elaborado 

por Fernandez et al. [19]. Primeiramente a úlcera foi lavada com solução 

salina a 0,9% (m/v) de cloreto de sódio para limpeza, e seca com gaze 

estéril. Cada lesão foi então envolvida com curativo semi-oclusivo de 

poliuretano transparente (Tegaderm®; 3M Health Care, St. Paul, MN, USA) 

e o paciente foi mantido em repouso de 30 a 60 minutos a fim de aguardar 

a exsudação natural do tecido. O exsudato acumulado entre o leito da 

úlcera e o curativo foi colhido com micropipeta com ponteira estéril e 

transferido para tubos plásticos de 1,5 ml com tampa (LoBind -Eppendorf®), 

identificados e armazenados em caixa com gelo até a chegada no 

laboratório, onde foram centrifugados a 14.000g a 4ºC durante 10 minutos 

para sedimentação de todos ou quaisquer debris celulares. O sobrenadante 

foi estocado a -80°C até o uso. 

 

Quantificação de proteínas 

As proteínas presentes no exsudato foram quantificadas em triplicata 

pelo método de Bradford [25], (BioRad®; Protein Assay, cod. 500-0001), 

tendo albumina bovina (BSA), como proteína padrão. Foi utilizado o valor 

da média de cada amostra para o cálculo de quantificação. Após esse 
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procedimento as amostras foram transferidas para tubos plásticos de 1,5 

ml com tampa (LoBind -Eppendorf®) e diluídas com solução a 0,9% de NaCl 

(m/v) para serem padronizadas quanto a sua concentração, estabelecendo-

se a relação 50 µg / 40 µL para cada amostra. 

 

Digestão de proteínas em solução 

As amostras foram digeridas em solução segundo a metodologia 

descrita por Cavassan et al. [23], iniciando-se pelas etapas de redução e 

alquilação das proteínas. A enzima tripsina (Promega, Sequencing Grade 

Modified Trypsin, Porcine lyophilized, V511A, Promega Corporation, 

Madison, USA) foi utilizada na proporção de 1:50 (enzima:substrato), 

solubilizada em tampão bicarbonato de amônio 50 mM, pH 7.8. A hidrólise 

ocorreu durante 18 horas, sendo interrompida com a adição de ácido 

fórmico a 1% (v/v) em relação ao volume da amostra. As amostras foram 

dessalinizadas utilizando-se colunas Sep-Pak Vac C18 (Waters) e em 

seguida reduzidas em SpeedVac™ (Thermo Scientific) e mantidas sob 

refrigeração à 4ºC até a espectrometria de massas. 

 

Análises de Espectrometria de Massas  

 A espectrometria de massas foi realizada segundo a metodologia 

descrita previamente por Cavassan et al. [23]. As amostras foram 

solubilizadas em 60 uL de ácido fórmico 0,1 % (v/v) e em seguida, uma 

alíquota de 15 μL dos digestos trípticos de cada amostra foram injetados 
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individualmente em uma coluna analítica C18, 1,7μm BEH 130 (100 μm x 

100 mm) em um sistema de cromatografia líquida de fase reversa (RP-

UPLC - NanoAcquity UPLC, Waters - Milford, EUA) acoplado à um 

equipamento de espectrometria de massas Q-Tof PREMIER 

(MicroMass/Waters-Milford, EUA) para análises em triplicata. O gradiente 

linear utilizado foi de 2 a 90% (v/v) de acetonitrila em ácido fórmico 0,1% 

(v/v) durante 60 minutos e fluxo de 600 nL/min. O instrumento foi operado 

em modo de ionização positiva e a aquisição continua dos dados foram 

obtidas no intervalo de massas moleculares entre 100 a 2.000 m/z.   

 

Análise dos dados  

 A identificação das proteínas a partir dos dados de espectrometria 

de massas (LC MS-MS), foi realizada no Mascot Distiller v.2.3.2.0 (Matrix 

Science, Boston - USA), utilizando bancos de dados públicos (NCBI, 

taxonomia Homo sapiens, 33.695.097 sequências, disponível em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=homo%20sapiens). Foi utilizada 

tripsina como enzima proteolítica, carbamidometilação como modificação 

fixa (massa monoisotópica 57,0215Da), oxidação da metionina como 

modificação variável (massa monoisotópica 15,9949) e 0,1 Da de erro de 

tolerância para os dados de MS e MS/MS.  

Os dados de MS/MS foram considerados válidos segundo o 

algoritmo estatístico da ferramenta MASCOT, com valores de identificação 

Mascot Scores superiores à 42 e pelo menos uma das sequências 
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peptídicas identificadas com valores de Ion Score maiores que 30. A 

contagem de espectros para todas as proteínas identificadas foi realizada 

pela ferramenta Scaffold Q+, sendo que, a taxa de FDR (False Discovery 

Rate) foi de 1% para proteínas e de 0,1% para peptídeos, com 

confiabilidade de 95%. A quantificação de proteínas labell free foi realizada 

exigindo-se que, pelo menos, dois peptídeos estejam em comum nas 

amostras. 

 

SDS-PAGE e Western blotting 

 Os experimentos foram realizados de acordo com a metodologia 

descrita por Silva et al. [26]. As proteínas (50 µg) foram separadas por 

massa molecular em géis NuPAGE Bis-Tris 4-12% (m / v), a 200 V por 25 

minutos. As proteínas foram transferidas para membranas de fluoreto de 

polivinilideno (PVDF) a 15 V por 1 h. A transferência foi confirmada por 

coloração com amido preto. As membranas foram incubadas em solução 

de bloqueio contendo 5% de leite (m / v) em tampão TBS-T (100 mM de 

Tris-HCl pH 8,0, 150 mM de NaCl e 0,05% de Tween 20, v / v) por 1,5 hora, 

e incubadas com anticorpo primário contra ceruloplasmin (Abcam, 

Ab110449; 0,3 µg / ml), neutrophil-defensin-1 (Abcam, Ab122884; 2,0 µg / 

ml) ou anti-GADPH (Abcam, Ab9485; 2,0 µg / ml). Após três de lavagens 

de cinco minutos em tampão TBS-T, as membranas foram incubadas com 

anticorpos secundários apropriados conjugados com peroxidase de rábano 

silvestre (Jackson Immuno Research, 711-035-152 e 805-035-180; 0,01 µg 
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/ ml). As bandas de proteínas foram detectadas usando o substrato de 

sensibilidade máxima SuperSignal ™ West Femto (Thermo Fisher, 34095). 

Os controles negativos foram realizados na ausência de anticorpo primário. 

A densitometria foi realizada nas imagens resultantes usando o software 

ImageJ (Versão 1.52) 

 

Obtenção da rede de interação e Análise de enriquecimento 

Para o enriquecimento ontologias gênicas (GOs) [27] relacionadas 

com proteínas selecionadas foi aplicado o método SAFE [28]. Para isso, a 

rede de interações completa do banco de dados BioGRID [29] foi obtida 

pela da interface do programa Cytoscape [30] limitando as interações para 

aquelas presentes na espécie Homo sapiens. Nesta rede cada vértice/nó 

representou uma proteína e cada aresta uma interação entre as vértices. 

Finalmente, a matriz de GOs foi construída com base em todas as 

informações de termos disponíveis para as proteínas humanas no banco 

de dados UNIPROT [31]. Ademais, para identificar possíveis relações entre 

as proteínas identificadas, as proteínas selecionadas e seus primeiros 

vizinhos foram extraídos da rede e unidos em um sub-rede no software 

Igraph [32] implementado no ambiente de análise estatístico R [33]. 

 

Análise Estatística  

As contagens espectrais de cada amostra foram representadas a 

partir de média ponderada das triplicatas: (3*mediana+mínimo+máximo)/5, 
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com posterior exclusão de seus respectivos clusters. Proteínas 

identificadas em menos de 70% dos casos foram excluídas e para as 

demais, as quantificações que resultaram em valor zero sofreram 

imputação múltipla [34]. Valores outliers (>1,5x o desvio interquartílico 

somado ao terceiro quartil ou subtraído do primeiro quartil) foram 

winsorizados [35]. Normalidade das amostras foi estimada pelo teste de 

Shapiro-Wilk [36]. 

As variáveis independentes foram representadas pelas proteínas 

identificadas e a variável dependente pela redução relativa da área das 

úlceras no T90 (ΔA=A90-A0). Foi considerado como cicatrização qualquer 

valor negativo de redução do ΔA em T90. 

A identificação das proteínas relacionadas com a redução de área foi 

realizada pela técnica de regressão de Projeção de Estruturas Latentes 

(PLS), com variáveis escalonadas. Os coeficientes de regressão dos dados 

escalonados foram comparados ao indicador Variáveis Importantes na 

projeção (VIP) pelo diagrama Volcano plot. Foram selecionadas proteínas 

que apresentavam VIP>1 e coeficiente de regressão>0.1 ou <-0.1. Valores 

negativos do coeficiente de correlação foram associados com a cicatrização 

relativa das úlceras, e valores positivos do coeficiente de correlação foram 

associados com o aumento relativo da área durante 90 dias de estudo. 

Os dados foram analisados nos softwares JMP 10 e SPSS 22. A fim 

de estabelecer um alto valor preditivo à questão analisada, foram 

consideradas como moléculas potencialmente prognósticas, aquelas 
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presentes em pelo menos 90% dos casos estudados. 

 

RESULTADOS 

Após o cálculo de diferença entre as áreas iniciais e finais das feridas 

(Tabela 1), foi possível observar que 25 (67,6%) lesões apresentaram 

redução no T = 90, ou seja, cicatrizaram. A média de redução foi de 8,3 cm2 

(± 6,3), calculada pela soma dos valores de redução das lesões que 

cicatrizaram, divididas pelo total de lesões de cicatrizaram.  

Assim como no nosso estudo anterior [23], 76 proteínas foram 

identificadas no exsudato das úlceras venosas, porém após exclusão dos 

clusters e das moléculas cujos valores de contagem espectral 

apresentaram valores zerados maiores que 30% das identificações totais, 

foram admitidas aos testes estatísticos 34 proteínas. Os dados de 

identificação encontram-se dispostos na Tabela 2.  

A partir destes dados, a correlação dos coeficientes da PLS das 37 

úlceras escalonadas e dos valores de VIP indicou quatro proteínas 

relacionadas à redução das áreas das UVCs (Figura 1). A análise 

multivariada evidenciou que as proteínas P4, P8, P17 e P24, identificadas 

como complement C3, apolipoprotein-A1, ceruloplasmin e neutrophil-

defensin-1 respectivamente, apresentaram um aumento de expressão 

quando comparadas as demais encontradas nos exsudatos das UVCs com 

alguma ou nenhuma progressão da cicatrização (Tabela 3).  

As proteínas complement C3 e ceruloplasmin foram identificadas em 
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todas as lesões analisadas e aumentaram suas expressões em lesões que 

apresentaram diminuição de sua área inicial ao final do estudo. As proteínas 

apoliprotein-A1 e neutrophil-defensin-1 apresentaram maior expressão em 

úlceras que não cicatrizaram ou aumentaram sua área inicial ao longo dos 

90 dias, estando presentes em 100% e 91% (34/37) das úlceras estudadas, 

respectivamente. Os dados de identificação dessas proteínas encontram-

se dispostos na Tabela 2. 

A análise de Western blotting corroborou um aumento na expressão 

de ceruloplasmin em úlceras com progressão cicatricial e de neutrophil-

defensin-1 em exsudatos de úlceras que não apresentaram redução da 

área inicial. Experimentos de Western blotting confirmaram a presença de 

ceruloplasmin como uma marcação com massa molecular aparente de 144 

kDa nos exsudatos de úlceras que cicatrizaram e não cicatrizaram (Figura 

2A). Da mesma forma, a expressão de neutrophil-defensin-1 também foi 

detectada em todos os exsudatos, mas como uma marcação dupla com 

massas moleculares aparentes de 7 e 5 kDa, que provavelmente 

representam suas isoformas secretadas (Figura 2A). Não foram detectadas 

marcações em experimentos realizados na ausência de anticorpos 

primários (dados não apresentados). 

A abundância das marcações correspondentes a ceruloplasmin e 

neutrophil-defensin-1 foi afetada diferencialmente quando comparados 

exsudatos de úlceras com e sem progressão da cicatrização pela análise 

densitométrica. Observamos um aumento de ~ 2,2 vezes e uma diminuição 
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de ~ 0,4 vezes na abundância de ceruloplasmin e neutrophil-defensin-1 nos 

exsudatos das úlceras que cicatrizaram em comparação às úlceras que não 

cicatrizaram, respectivamente (Figura 2B). 

A rede de interações proteína-proteína das proteínas 

diferencialmente expressas no exsudato inflamatório das úlceras venosas 

foi proposta a fim de melhor compreender a correlação existente entre estes 

candidatos a marcadores prognósticos (Figura 3) no que se refere a 

cicatrização e a área inicial ao longo dos 90 dias que foram avaliadas. 

 

DISCUSSÃO 

As feridas crônicas têm elevado impacto financeiro sobre os 

sistemas de saúde do mundo ocidental e, principalmente, no 

comprometimento da qualidade de vida e afastamento do trabalho dos 

pacientes acometidos [1]. Embora as UVCs representem um desafio clínico 

significativo, países australianos e nações desenvolvidas priorizaram 

investimentos em pesquisa e desenvolvimento, ao invés de aumentar o 

número de leitos hospitalares para o tratamento dos pacientes [37]. 

A análise proteômica do exsudato de úlceras de perna tem sido 

indicada como uma das principais abordagens exploratórias, sugerindo 

proteínas como potenciais biomarcadores da cicatrização das lesões 

[1,38,39]. Em 2017, Broszczak et al., [1] indicaram que análises espaço-

temporal das feridas, juntamente com a integração de conjuntos de dados 

múltiplos ômicos, podiam fornecer informações sobre as principais 
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moléculas candidatas que conduzem à cronicidade da ferida. 

De forma pioneira, nosso grupo deu o primeiro passo ao identificar 

setenta e seis proteínas do exsudato inflamatório de pacientes com UVCs 

classificando-as de acordo com seu papel primário no processo de 

cicatrização. Assim, pudemos correlacionar dados clínicos e 

epidemiológicos com expressão das proteínas [23]. A partir dessas 

observações, o presente estudo nos permitiu indicar que o aumento da 

expressão das proteínas complement C3 e ceruloplasmin, pode estar 

correlacionado ao bom prognóstico cicatricial, enquanto que o aumento da 

expressão de apolipoprotein-A1 e neutrophil-defensin-1, demostram ser 

importantes marcadores de cicatrização prejudicada a serem estudados.  

É sabido que a proteína complement C3 é uma das moléculas que 

compõe o sistema complemento, sendo a principal moduladora da resposta 

inflamatória quando ocorre dano tecidual. Atua ativando o sistema imune 

inato e está envolvida no processo de reconhecimento e depuração de 

patógenos [40-43]. A ativação do sistema complemento se dá pela hidrólise 

da proteína complement C3, liberando os fragmentos C3a e C3b. Por sua 

vez, estes fragmentos são depositados nas membranas das células 

danificadas, desencadeando uma cascata de eventos tais como a 

opsonização e a formação do complexo de ataque, responsáveis por induzir 

a inflamação e, posteriormente, a eliminação das células lesadas. 

Disfunções na cicatrização podem ocorrer quando há o aumento 

desordenado dos fragmentos de C3 no sítio da lesão, induzindo 
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mecanismos autoimunes, cronicidade e dano tecidual [40,41]. A resposta 

no microambiente das UVCs, induz uma série de reações enzimáticas, 

podendo culminar em uma resposta inflamatória normal ou em inflamação 

tissular insatisfatória e incontrolada [44].  

Uma resposta inflamatória favorável resulta na progressão tecidual 

para as fases de granulação e remodelamento das feridas. Alguns estudos 

sugerem que há um aumento da proteína complemente C3 e seus produtos, 

elevam a atividade proteolítica no microambiente das UVCs gerando a 

degradação de compostos do sistema complemento e impedindo a 

cicatrização da lesão pela estagnação na fase inflamatória [45-47]. 

Entretanto, muitos estudos evidenciam que as UVCs estão 

suscetíveis à ação de uma ampla variedade de agentes bacterianos, uma 

vez que compreendem o rompimento da primeira linha de defesa do 

sistema imune inato, com a quebra da barreira física da pele [48-51]. A 

presença de microrganismos ativa o sistema complemento pela interação 

com vias alternativas e da proteína lectina. A identificação e a opsonização 

dos agentes infecciosos são dependentes da ligação da proteína lectina 

com a manose (MBL) [52-54]. Uma deficiência dos níveis séricos de MBL 

em pacientes com UVCs culminam na incapacidade da ativação do sistema 

complemento, facilitando a instalação de infecções [55,56]. Sendo assim, o 

aumento da expressão da proteína complement C3 no microambiente da 

lesão, deriva da ativação do sistema de defesa contra agentes infecciosos, 

bem como, sugere a instalação do processo inflamatório na região. A super 
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expressão desta proteína pode estar relacionada com a rapidez e eficácia 

na formação do complexo de ataque aos antígenos, quanto ao equilíbrio 

dos níveis séricos de MBL, com consequente diminuição da carga 

bacteriana local, restauração tecidual e progressão favorável do processo 

cicatricial. 

Já a proteína ceruloplasmin é a principal proteína carreadora do 

cobre plasmático. Esta se liga às células do sistema imune, apresenta 

atividade enzimática e anti-inflamatória e tem sua expressão aumentada 

em resposta à hipóxia, desencadeando o aumento de trombina e citocinas 

pro-inflamatórias no sangue [57-62]. A super expressão no microambiente 

da lesão pode beneficiar a cicatrização pela sua capacidade de ligação com 

a proteína lactoferrin, favorecendo o sequestro de Fe3+ do fluído 

inflamatório, essencial para o crescimento bacteriano. Desta forma, a 

diminuição ou a ausência do íon ferro na ferida oferece proteção frente a 

ação de bactérias patogênicas, além de inibir a produção da enzima 

mieloperoxidade com consequente redução do estresse oxidativo [63-65].  

Kostevich e et al., [66] sugerem que o aumento da ação proteolítica 

e oxidativa durante um quadro inflamatório possam resultar em 

transformações estruturais da ceruloplasmin, aumentando sua interação 

com moléculas, entre elas o fator de inibição de macrófagos (MIF), 

favorecendo uma atividade pró-inflamatória nos tecidos. O mesmo foi 

observado por Popescu et al. [67] ao descreverem uma associação positiva 

entre estresse oxidativo, resistência à insulina e inflamação e os níveis 
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aumentados de ceruloplasmin em crianças obesas. Embora a 

ceruloplasmin pareça desempenhar papel pró e anti-inflamatório, novas 

investigações devem ser realizadas para elucidar sua função em quadros 

inflamatórios [68]. Assim, a presença da atividade proteolítica e oxidativa 

no sítio da lesão, parece estar associada com integridade estrutural da 

proteína ceruloplasmin, denotando o efeito benéfico da expressão 

diferencial desta molécula na cicatrização de UVCs.  

As úlceras de perna são colonizadas por bactérias e fungos. Estes 

microrganismos comprometem a cicatrização pela da produção de toxinas 

e de biofilme, criando uma barreira físico-química contra o sistema imune 

do hospedeiro [69,70]. Neste contexto, algumas proteínas encontradas 

neste estudo parecem desempenhar atividade antimicrobiana contra uma 

variedade de microrganismos. A proteína neutrophil-defensin-1 é uma 

molécula da família das defensinas estocada nos grânulos dos neutrófilos, 

a qual tem como função aumentar a permeabilidade das células 

bacterianas. Todavia, esse fator de permeabilidade não é específico aos 

patógenos. A ocorrência de uma estimulação contínua e desregulada de 

neutrófilos no sítio da ferida, leva ao aumento de neutrophil-defensin-1, e 

posterior degradação dos fatores de crescimento tissular, com 

consequentemente dificuldade de regeneração da ferida [71]. 

Lundqvist et al., [72] corroboram nossos achados, indicando que o 

aumento na expressão de neutrophil-defensin-1 no exsudato e no tecido 

das UVCs ocorre em resposta aos agentes infecciosos. Esta proteína pode 
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exercer efeitos pró-inflamatórios e citotóxicos contribuindo para a elevação 

da inflamação - uma característica das UVCs que não cicatrizam. Além 

disso, Cardot-Martin et al., [73] demostraram que as defensinas produzidas 

pelos neutrófilos, neutralizam citotoxinas bacterianas produzidas por 

Staphylococcus aureus, comuns em UVCs. 

Já as proteínas apoliproteínas dos tipos A1 e A2 (APOAI e APOAII) 

formam o composto HDL (high density lipoprotein), ao se ligarem aos 

lipídios. Acredita-se que quando livres da ligação com HDL, se unam às 

partículas livres de compostos VLDL (very low density lipoprotein), tidos 

como “colesteróis ruins”, realizando assim, seu transporte reverso e, 

desempenhando uma função protetora contra aterosclerose [74]. Li et al., 

[75] demostraram que há um aumento de casos de aterosclerose a medida 

que ocorre o envelhecimento da população, sugerindo que, o aumento de 

aterosclerose na população idosa pode estar relacionado à diminuição nos 

níveis de apoliproteínas em carrear os compostos VLDL plasmáticos 

induzindo assim, uma maior deposição dos mesmos nas paredes das veias 

e artérias dos membros inferiores, com diminuição ou oclusão da luz, 

resultando em processos que levem à ulceração tecidual [76].   

Conhecido por neutralizar os produtos liberados pelas bactérias 

Gram-positivas (ácido lipotecóico) e Gram-negativas (lipopolissacarídeo), o 

HDL participa da neutralização de processos inflamatórios mediados por 

macrófagos e da prevenção da penetração celular por bactérias [77]. Assim, 

o aumento da expressão de APO-A1 nas UVCs poderia ser uma tentativa 
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do organismo em conter altos níveis de colonização e infecção, muito 

presentes neste tipo de lesão e que diminuem o potencial de cicatrização 

das mesmas. Baixos níveis de apoliproteínas séricos foram descritos como 

indicativos de mau prognóstico na sepse, por formarem poucos complexos 

do HDL com lipopolissacarídeos neutralizantes da parede celular 

bacteriana, atuando de forma reduzida no combate e neutralização de 

agentes infecciosos, pela diminuição da produção do fator de necrose 

tumoral e interleucinas, possibilitando uma evolução desfavorável da 

infecção [77]. 

Em contrapartida, níveis mais elevados de apolipoprotein-A1 têm 

sido descritos como benéficos na cicatrização pela capacidade moduladora 

dos níveis de pentraxin-3, uma proteína de fase aguda, que promove o 

reparo eficiente de tecidos, atua na regulação de mecanismos inflamatórios 

e reconhece padrões moleculares associados a patógenos em vírus, 

bactérias e fungos [78 

Os diferentes tratamentos utilizados durante o período de estudo 

pareceram não exercer influência direta sobre a expressão de proteínas, 

uma vez que, há aumento de expressão de ceruloplasmin e complement 

C3 em lesões que cicatrizaram e de apolipoprotein-A1 e neutrophil-

defensin-1 em lesões que não cicatrizaram, independe do tratamento 

adotado. Sendo assim, os autores acreditam que essas proteínas são 

potenciais biomarcadoras de progressão cicatricial em UVCs.   
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CONCLUSÃO 

Diante dos resultados observados e pela compreensão dos papéis 

biológicos e moleculares, sugere-se que há o aumento de expressão de 

diferentes proteínas entre UVCs com evolução cicatricial satisfatória e 

inexistente. As proteínas complement C3 e ceruloplasmin podem indicar um 

melhor prognóstico das lesões, enquanto que, as moléculas apoliprotein-

A1 e neutrophil-defensin-1 podem apresentar maiores concentrações em 

lesões de alta cronicidade e cicatrização prejudicada. 

Ensaios clínicos multicêntricos serão necessários para validar estes 

achados. 
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ANEXOS E APÊNDICES 

APÊNDICES – GRAFICOS, TABELAS E FIGURAS  

Tabela 1:  Área das 37 úlceras venosas crônicas de pacientes atendidos no 
Ambulatório de Úlceras Venosas da Faculdade de Medicina da UNESP, Botucatu, 
SP, Brasil, em 2015, as quais foram observadas num período de 90 dias. 
 

Úlceras Pacientes Área T0 
(cm2)a 

Área T= 90 
(cm2)b 

Redução da úlcera (b-a) 

cm2 

1 ACB 20,768 5,898 -14,87* 

2 JRP 37,709 37,266 -0,443* 

3 TFCO 26,255 15,385 -10,87* 

4 SAA 43,768 19,285 -24,483* 

5 AT 19,439 15,938 -3,501* 

6 AT 16,021 7,757 -8,264* 

7 AT 8,467 10,166 1,699† 

8 CCO 23,692 9,311 -14,381* 

9 AZM 15,753 12,971 -2,782* 

10 AZM 3,659 2,647 -1,012* 

11 TFFG 15,109 7,995 -7,114* 

12 MLTM 50,742 29,11 -21,632* 

13 MLBG 10,575 25 14,729† 

14 AS 2,339 13 10,663† 

15 AS 11,26 29 17,992† 

16 JZG 14,607 4 -11,103* 

17 JZG 12,416 7 -5,612* 

18 SLS 15,561 32,855 17,294† 

19 JMA 18,3 10 -8,025* 

20 EAR 16,854 27,275 10,421† 

21 MMP 16,954 11,402 -5,552* 

22 MJVC 47,305 43,87 -3,435* 

23 MJVC 38,281 33,475 -4,806* 

24 JN 10,623 19,819 9,196† 

25 ALM 13,044 2,473 -10,571* 

26 MJAM 2,629 1,209 -1,42* 

27 JCR 16,224 4,41 -11,814* 

28 ELP 30,398 55,315 24,917† 

29 ELP 2,938 6,365 3,427† 
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30 NGC 62,733 88,473 25,74† 

31 NGC 9,401 9,485 0,084† 

32 GJC 18,963 2,469 -16,494* 

33 MARP 99,519 93,259 -6,26* 

34 ADE 44,146 35,849 -8,297* 

35 MVM 101,422 96,803 -4,619* 

36 JMC 17,728 16,479 -1,249* 

37 JMC 10,643 13,578 2,935† 

a – área da úlcera em cm2 no início do estudo (T0). 
b – área da úlcera em cm2 após 90 dias de seguimento (T90). 
* - úlceras que apresentaram redução da área em T=90 
† - úlceras que não apresentaram redução da área em T=90 
 
 

Tabela 2: Dados de 34 proteínas identificadas no exsudato das 37 úlceras 
venosas crônicas estudadas.  

ID Proteína CA MM MCE DP 

P1 Albumin P02768.2 69 kDa 326,1 89,8 

P2 Transferrin P02787.3 77 kDa 40,8 9,1 

P3 Haptoglobin P00739.2  39 kDa 22,7 11,3 

P4  C3 P01024.2 187 kDa 19,3 5,9 

P5 Alpha2M P01023.3 163 kDa 19,5 6,6 

P6 Ig γ-1 chain C region P01857.1 36 kDa 31,5 10,3 

P7 Ig γ-1 chain C region P01876.2  38 kDa 16,9 7,2 

P8 Apo-AI P02647.1  31 kDa 16,1 5,0 

P9 Hemoglobin β  P68871.2  16 kDa 13,6 9,6 

P10 Alpha1antitrypsin P01009.3 47 kDa 12,9 4,0 

P11 Ig lambda-2 chain C regions  P0CG05.1 11 kDa 25,7 7,1 

P12 Ig kappa chain C region P01834.1  12 kDa 23,7 6,0 

P13 Apo-AII P02652.1 11 kDa 8,0 2,8 

P14 Hemopexin P02790.2 52 kDa 8,2 2,8 

P15 DBP P02774.1  53 kDa 7,9 2,8 

P16 Alpha-globin P69905.2 15 kDa 7,6 5,7 

P17 Ceruloplasmin P00450.1  122 kDa 5,1 2,3 

P18 Ig gamma-4 chain C region P01861.1 36 kDa 21,7 6,9 

P19 AGP 1 P02763.1 24 kDa 5,4 2,7 

P20 Ig gamma-2 chain C region P01859.2 36 kDa 14,6 4,8 

P21 Actin P60709.1  42 kDa 4,3 2,9 

P22 Ig gamma-3 chain C region P01860.2 41 kDa 19,1 6,4 

P23 Alpha-2-HS-glycoprotein P02765.1  39 kDa 2,8 1,7 

P24 HP1 P59665.1  10 kDa 3,4 2,1 

P25 Complement C4-B P0C0L5.2 193 kDa 3,2 2,9 
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P26 Ig mu chain C region P01871.3  49 kDa 3,3 2,9 

P27 Alpha-1B-glycoprotein P04217.4 54 kDa 2,4 1,4 

P29 Fibrinogen alpha chain P02671.2  95 kDa 1,9 1,6 

P30 AGP 2 P19652.2 24 kDa 2,8 1,8 

P32 Complement factor B P00751.2  86 kDa 1,4 0,7 

P33 VN P04004.1 54 kDa 1,3 1,0 

P37 Ig kappa chain V-III region SIE  P01620.1  12 kDa 0,9 0,7 

P38 Ig heavy chain V-III region TUR P01779.1 12 kDa 0,8 0,6 

P57 Ig heavy chain V-III region BRO P01766.1 [2] 13 kDa 1,0 0,9 

ID- Identificação da proteína no estudo; 
CA- Código de acesso; 
MM – Massa molecular; 
MCE – Média das contagens espectrais em todas as úlceras estudadas; 
DP – Desvio padrão. 

 
 
 

 
Figura 1: Diagrama (Volcano plot) das proteínas com expressão 
diferencial identificadas entre as UVCs obtido pela análise estatística 
multivariada. Complement C3 (P4) e ceruloplasmin (P17) 
apresentaram expressão diferencial para UVCs que tiveram redução 
da área (CoefT90 negativo) e Apo-A1 (P8) e HP1 (P24) para UVCs 
que não tiveram este desfecho (CoefT90 positivo). 
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Tabela 3: Proteínas diferencialmente expressas identificadas no exsudato inflamatório das 
37 úlceras venosas crônicas tratadas no Ambulatório de Úlceras Crônicas da Faculdade de 
Medicina de Botucatu, São Paulo – Brasil, em 2015. 

 
ID 

 
Proteína 

 
Código de 

acesso 

 
Função 

 
Expressão* 

P4 Complement C3 P01024.2 Imunomodulação H 

P8 Apolipoprotein-A1 P02647.1 Transporte NH 

P17 Ceruloplasmin P00450.1 Transporte H 

P24 Neutrophil-defensin-1 P59665.1 Atividade 
antimicrobiana 

NH 

* H: expressão diferencial em UVCs que tiveram redução da área; NH: expressão diferencial 

em UVCs que não reduziram.  

 

 
Figura 2. (2A) Detecção representativa de CP (ceruloplasmin) e DEFA1 (α-
defensina-1) por Western blot usando exsudatos de úlceras que não cicatrizaram 
(NH) e úlceras que cicatrizaram (H), conforme indicado. As setas indicam massas 
moleculares aparentes (kDa) para CP (144 Da), DEFA1 (7 e 5 Da) e GAPDH (34 
Da), usada como controle interno. (2B) Análise densitométrica dos resultados de 
Western blot. A análise densitométrica do DEFA1 foi realizada usando a banda 
inferior. Os resultados são expressos como média ± de experimentos realizados 
com amostras de 3-4 exsudatos / grupo. 
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Figura 3: Rede de interações entre as proteínas diferencialmente expressas do exsudato 
inflamatório das úlceras venosas crônicas que reduziram e que não reduziram as áreas 
observadas num período de 90 dias. Cada vértice/nó representa uma proteína e cada 
aresta representa uma interação entre as vértices. Os nós 718 e 335 representam as 
proteínas complement C3 (P4) e apoliproteínas-A1 (P8). 
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Apêndice – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

As úlceras são feridas na pele ou em tecidos mais profundos chamados de epiderme, 

podendo também atingir os músculos, sendo normalmente encontradas nas pernas ou pés. 

A causa normalmente está relacionada à obstrução total ou parcial artérias ou veias. As 

úlceras venosas geralmente ocorrem devido ao aumento da pressão sanguínea dentro das 

veias nos membros inferiores, e correspondem a maioria (80 a 90%) das úlceras encontradas 

nesta localização. O conhecimento do processo de cicatrização ou não da ferida pode ajudar 

na busca por marcadores biológicos, ou seja, substâncias que demonstram se a ferida irá 

cicatrizar facilmente ou não. Estes marcadores são muito importantes, pois num futuro 

próximo ajudarão a mudar ou criar novos tratamentos para as feridas. Este projeto pretende 

estudar e entender melhor o funcionamento das proteínas que estão envolvidas no processo 

de cicatrização das úlceras.  

 

 

Eu,_____________________________________________________________________ 

recebi pessoalmente o convite para participar da pesquisa: “ANÁLISE DA EXPRESSÃO 

DIFERENCIAL DE BIOMARCADORES PRESENTES NO EXSUDATO DE 

ÚLCERAS VENOSAS CRÔNICAS COM VISTAS AO DESENVOLVIMENTO DE 

TRATAMENTOS ADJUVANTES”, a ser realizada no Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, sob responsabilidade da Pesquisadora, 

Bióloga, Dra. Lucilene Delazari dos Santos e da aluna Nayara Rodrigues Vieira, e todas 

informações a respeito do mesmo. Fui devidamente informado sobre os objetivos e 

procedimentos envolvidos que consistem em: lavagem do tecido que contém a ferida com 

água estéril; 

envolvimento da ferida com filme plástico e aguardo de 30 minutos à 1 hora; 

coleta do exsudato (líquido) expulso pela ferida. Os exsudatos serão coletados na primeira 

consulta do paciente, sessenta e noventa dias após a primeira consulta; Fui informado que 

os procedimentos realizados não acarretarão nenhum risco para minha saúde e que dados 

presentes em meu prontuário também poderão ser utilizados na pesquisa. Ficou esclarecido 

que a minha participação é voluntária e que tenho a liberdade para me retirar da pesquisa 

em qualquer momento. Fui assegurado que os dados serão mantidos em sigilo e que minha 

privacidade será resguardada. Declaro que este documento está sendo passado em duas vias, 

sendo que uma cópia ficará comigo e outra será mantida em arquivo pelo pesquisador. Com 

a assinatura abaixo, dou consentimento para a incorporação dos meus dados neste estudo. 

Qualquer dúvida adicional, poderei entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa, 

através do telefone: (14) 3880-1608/ 1609/ 1610.  

Botucatu,          de                               de            . 

 

 

______________________________                          ___________________________ 

Assinatura do paciente                                             Assinatura do pesquisador 

 

Lucilene Delazari dos Santos                                         Nayara Rodrigues Vieira (Aluna)   
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RESUMO 

 Úlceras venosas diminuem a qualidade de vida de seus portadores 

e impactam fortemente os serviços de saúde. O selante de fibrina é uma 

substância que além das funções hemostática e adesiva, pode atuar na 

manutenção do leito de feridas, facilitando a cicatrização. Objetivos: 

Investigar se há diferença na expressão de proteínas do exsudato de 

úlceras venosas crônicas antes e após o tratamento com selante de fibrina 

heterólogo, utilizando a análise proteômica. Métodos: Dez úlceras venosas 

crônicas, de oito pacientes, foram avaliadas durante nove semanas de 

tratamento com selante heterólogo. Foram avaliadas: as áreas das úlceras 

por planimetria(cm2) e a expressão de proteínas no exsudato antes e após 

o tratamento por análises de espectrometria de massas label free do tipo 

shotgun. Resultados: Todos os indivíduos do estudo foram do sexo 

feminino, com idade média de 72,3 (55 – 89) anos e tempo médio de 

evolução das lesões de 21 (6 – 48) meses. Trinta e uma proteínas foram 

identificadas, e após o tratamento com o selante, houve diminuição na 

expressão de ceruloplasmin e vitronectin. As reduções de ceruloplasmin e 

vitronectin se correlacionaram a diminuição de alpha-2-HS e vitamin-D-

binding-protein (DBP), respectivamente.  Por sua vez, a menor expressão 

da vitronectin associou-se à maiores expressões de Ig lambda-2, 

complement C3 e alpha-globina. Cinco proteínas se expressaram 

diferentemente frente à redução da úlcera ao final do tratamento, estando 

Ig lambda-2, Ig gamma-3 e complement C3 mais expressas em úlceras com 

evolução clínica satisfatória, enquanto o fibrinogênio e vitronectina 

apresentaram aumento de expressão em lesões que não apresentaram 

significativa redução da área inicial. Conclusão: Houve diferença de 

expressão de proteínas entre lesões que cicatrizaram e não cicatrizaram, e 

diminuição dos fatores inflamatórios no exsudato das úlceras após o 

tratamento. O selante heterólogo pode ter contribuído com a cicatrização 

pela modulação e regulação de proteínas no microambiente da ferida. 

Entretanto novos estudos clínicos, com amostragem maior e grupo controle 

devem ser realizados, a fim de descartar fatores confundidores. 

 

Palavras-chave: Espectrometria de massas, refluxo venoso, cicatrização, 

selante heterólogo, insuficiência venosa. 
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ABSTRACT 

Venous ulcers impacts on the quality of life of patients who carrier this lesion 

and causes financial overload on health services. Fibrin sealant is a 

substance, which in addition to the hemostatic and adhesive functions can 

act in maintaining of wound bed supporting healing process. Aims: To 

investigate whether there is a difference in protein expression derived of 

exudate from chronic venous ulcers before and after treatment with 

heterologous fibrin sealant using proteomic analysis. Methods: Ten chronic 

venous ulcers, from eight patients, were evaluated during nine weeks of 

treatment with heterologous sealant. The areas of ulcers were measured by 

planimetry (cm2) and the expression of proteins in the exudate before and 

after treatment were identified by label free mass spectrometry analyzes of 

the shotgun type. Results: All individuals were female, with a mean age of 

72.3 (55 - 89) years and an average of lesion evolution time of 21 (6 - 48) 

months. Thirty-one proteins were identified and after sealant treatment there 

was a decrease in expression of ceruloplasmin and vitronectin. These 

reductions were correlated respectively with alpha-2-HS and vitamin-D-

binding-protein (DBP) decreases. In turn, lower expressions of vitronectin 

was associated with higher expressions of Ig lambda-2, complement C3 and 

alpha-globin. Five proteins were differently expressed due to ulcer reduction 

at the end of treatment, being that Ig lambda-2, Ig gamma-3 and 

complement C3 were more expressed in ulcers with satisfactory clinical 

evolution, while fibrinogen and vitronectin showed increased expression in 

lesions that did not showed a significant reduction in the initial area. 

Conclusion: There was a difference in protein expression between lesions 

that healed and did not heal and a decrease in inflammatory factors in the 

ulcer exudate after treatment. The heterologous sealant may have 

contributed to healing process by modulating and regulating proteins in the 

wound microenvironment. However, new clinical studies with a larger 

sample and a control group should be carried out in order to rule out 

confounding factors. 

 

Keywords: Mass spectrometry, venous reflux, healing, heterologous 

sealant, venous insufficiency. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As úlceras venosas (UVs) de membros inferiores são lesões onde há perda de 

tecido epidérmico, dérmico ou tecidos adjacentes, decorrentes da complicação e 

cronicidade da doença venosa crônica (1-4). Normalmente associadas com populações 

ocidentais, sua prevalência pode chegar a 4% na faixa etária acima de 65 anos de 

idade (4,5), levando à diminuição da qualidade de vida dos portadores e impactando 

custos dos serviços de saúde (1,6-8). 

A compressão é considerada a terapia ouro no tratamento das UVs, favorecendo 

o retorno venoso e diminuindo a hipertensão venosa periférica do membro acometido, 

tendo ação direta na macro e microcirculação (9-11). Ainda assim, este tipo de lesão 

apresenta um alto índice de recorrência (12), sendo importante o preparo e a limpeza 

do leito, bem como a escolha de um curativo primário assertivo, visando o 

favorecimento da vascularização e revitalização do tecido ulcerado (13,14). 

O selante de fibrina tem sido uma substância utilizada no tratamento de úlceras 

cônicas de diferentes etiologias, pois além das funções hemostática e adesiva, sua 

composição pode potencialmente favorecer o microambiente da lesão, atuando na 

manutenção do leito e bordas e consequentemente facilitando a cicatrização das 

mesmas (15-18).  Composto por fibrinogênio (obtido do crioprecipitado) e trombina, na 

presença de cálcio e do fator XIII, mimetiza as fases finais da cascata de coagulação, 

pela transformação do fibrinogênio em monômeros de fibrina insolúveis. (19).    

Atualmente, são fabricados três tipos de selante de fibrina: autólogos, homólogos 

e heterólogos. Os selantes autólogos e homólogos tem como matéria prima 

componentes humanos, derivados do próprio indivíduo, ou de um pool de doadores 

respectivamente. Esse tipo de composição se torna menos vantajosa, pois apresenta 

um alto custo de produção devido à escassez de matéria prima, impossibilitando a 

utilização pelos serviços de saúde, além de facilitar a disseminação de novos e antigos 

vírus por falhas de rastreio. Já o selante heterólogo são compostos por fibrinogênio e 

trombina obtidos de animais não humanos. 

 A fim de desenvolver um biomaterial cujo manejo é especialmente voltado para 

uma larga escala de produção (reduzindo o valor de comercialização), e que 

minimizasse o risco de contaminação por agentes infeciosos transmitidos pelo sangue 

humano, desenvolve-se um novo selante heterólogo de fibrina, a partir do fibrinogênio 
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extraído do sangue de búfalos (Bubalus bubali) e uma serinoprotease, do veneno da 

serpente Crotalus durissus terrificus (20). 

Após a administração em 25 pacientes com UVs, Gatti et al. (21), afirmaram que o 

selante heterólogo de fibrina auxiliou na diminuição da dor e no preparo do leito das 

lesões, além de se demostrar mais econômico quando comparado aos selantes 

comerciais, sugerindo antão que seu uso rotineiro, poderia auxiliar no padrão 

cicatricial e elevar os índices de cura em UVs. 

Frente as evidências de que o selante de fibrina possa desempenhar função ativa 

na manutenção do leito de UVs, atuando como curativo funcional, o presente estudo 

tem como objetivo investigar se o mesmo possui capacidade de aumentar ou inibir a 

expressão de proteínas na úlcera pela análise do exsudato inflamatório, 

correlacionando os achados à evolução cicatricial ao longo do período de estudo.  

 

2. QUESTÃO DE PESQUISA 

 

Há proteínas expressas diferentemente no exsudato de UVs crônicas após o 

tratamento com selante heterólogo de fibrina? 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Tipo de estudo 

Este foi um estudo observacional, do tipo coorte prospectiva, sem grupo 

comparativo e se desenvolveu conjuntamente ao estudo clínico piloto, denominado 

estudo Selante I (22), para avaliar segurança clínica (local e sistêmica) e menor dose 

segura de administração do selante heterólogo em úlceras venosas crônicas.  

Conduzido na Unidade de Pesquisa Clínica da Faculdade de medicina de 

Botucatu, o estudo Selante I, foi realizado com 10 pacientes, com uma ou múltiplas 

úlceras venosas, recrutados do Ambulatório de Úlceras Cônicas da Faculdade de 

Medicina de Botucatu, avaliados durante 12 semanas, que receberam aplicação 

semanal do selante heterólogo de fibrina, ácido graxo essencial e bota de Unna em 

todas as UVs. 

Entretanto, para o presente estudo, o período de seguimento foi: mínimo de cinco 

e máximo de 10 semanas.  
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Visando comparar a expressão proteica do exsudato frente ao tratamento, definiu-

se dois momentos de colheita: antes na administração do selante de fibrina (V0) e na 

última visita do paciente (VF). Sendo assim, cada úlcera foi definida como controle 

dela mesma. Foi considerada como última visita, aquela anterior a perda de 

seguimento, ao fechamento da lesão ou após 9 semanas de tratamento.   

Na presença de múltiplas úlceras em um paciente, o material de todas as UVs 

exsudativas foi colhido.  

 

3.2. População de Estudo 

Foram incluídos os 10 pacientes do estudo Selante I (22), cujos critérios de 

elegibilidade eram: idade superior a 18 anos, a presença de pelo menos uma UV ativa, 

tempo de evolução mínimo de 6 semanas e máximo de 5 anos, apresentar pelo menos 

uma úlcera com área mínima de 5 cm2, apresentar área somatória máxima de 60 cm2 

para múltiplas úlceras e etiologia venosa confirmada por exame clínico.  

Foram excluídas lesões mistas ou de outra etiologia, com sinais de infecção e/ou 

colonização crítica, necrose e/ou desvitalização de leito, e sem presença de exsudato 

inflamatório (nas cinco primeiras semanas do seguimento). Pacientes com histórico 

de alergia à bota de Unna e/ou ácido graxo essencial, incompatibilidade ao uso de 

terapia compressiva, suspeita e/ou confirmação de gravidez, valores de coagulograma 

fora dos limites desejáveis, retirada do consentimento, bem como mulheres em idade 

fértil sem uso de contraceptivos não foram incluídos no estudo.   

A presente população de estudo foi selecionada a partir de 28 pacientes, com 37 

úlceras, das nossas pesquisas anteriores de caracterização e expressão proteômica 

em UVs crônicas (23). 

Todos os indivíduos foram informados a respeito da obtenção e utilização dos 

dados e materiais biológicos, concedendo aprovação ao uso dos mesmos pela 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelo 

Conselho de Ética em Pesquisa da Instituição (parecer nº 1.189.403/2015). 
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3.3. Área da úlcera 

A área de cada lesão foi mensurada na admissão do paciente ao estudo e 

semanalmente até o fechamento da úlcera, pela técnica de planimetria (24). 

 A borda de cada lesão foi desenhada em filme plástico com caneta 

hidrográfica, sendo o desenho então transferido à uma folha de papel sulfite branca. 

Foi adicionado ao desenho de forma adjacente, uma medida referencial retilínea de 

dimensões pré-determinadas. 

Posteriormente, o desenho foi fotografado (Canon EOS) e transferido para o 

Software Image J 1.37v, onde foi tracejado manualmente. Utilizando a relação 

pixels/mm do referencial externo, a área de cada úlcera foi obtida e convertida em 

cm2. 

A área final foi obtida após três repetições da técnica, de modo consecutivo, 

pelo mesmo operador.  

 

3.4. Colheita dos Exsudatos Inflamatórios 

 

O exsudato foi colhido em dois momentos: 

 

3.4.1. Antes do Tratamento (V0) 

 

As área da úlcera e regiões adjacentes foram higienizadas com solução salina 

estéril a 0,9% (m/v), e avaliadas quanto aos sinais clínicos de infecção, colonização, 

necrose, qualidade do leito, ou seja, presença ou ausência de tecido de granulação 

ou fibrina, que denotassem a necessidade de debridamento mecânico e anotados os 

volumes e características do exsudato.  

Seguindo protocolo estabelecido por Cavassan et al.(23), as úlceras foram então 

ocluída com filme Tegaderm® (3M Health Care, St. Paul, MN, USA), por 

aproximadamente 30 minutos, exsudato foi colhido com micropipeta, transferido para 

tubos plásticos de baixa adesão de 1,5 ml com tampa (Protein LoBind - Eppendorf®) 

e acondicionado a -80º C para uso posterior. 

Realizou-se a administração do selante heterólogo sobre todo o leito ulcerado, 

segundo protocolo do estudo Selante I (22). O leito foi recoberto por gazes embebidas 

em ácido graxo essencial e o membro inferior (abaixo do joelho), enfaixado com bota 
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de Unna até a porção dorsal do pé. Recebendo por fim uma bandagem de atadura de 

crepe ao longo de toda extensão. O retorno para limpeza e nova administração do 

selante de fibrina ocorreu em sete dias. 

As amostras colhidas imediatamente antes da administração do selante heterólogo 

foram definidas como amostras controles e a visita de atendimento foi denominada 

V0.  

 

3.4.2. Após o Tratamento 

 

As demais amostras de exsudato foram colhidas semanalmente, sendo 

identificadas com o número individual da lesão (ordem de entrada no estudo), iniciais 

no paciente e semana de tratamento. 

Após sete dias, repetiu-se o tratamento e avaliação quanto ao leito e características 

da exsudação, bem como colheita do exsudato e nova administração do selante, como 

anteriormente descritos. 

O exsudato colhido na última visita de seguimento, na visita anterior à cicatrização 

total da lesão ou anterior à descontinuação do paciente foi definido como amostra 

tratada e a visita foi chamada de VF. 

 

 

3.5. Preparo, Quantificação e Digestão de Proteínas da Amostra 

 

Assim como descrito por Cavassan et al.(23), os exsudatos foram descongelados, 

centrifugados e quantificados em triplicata por método de Bradford (25), seguidos pela 

redução (ditiotreitol 10mM), alquilação (iodoacetamida 45mM) e digestão tríptica em 

solução (1:50 ug). 

 

3.6. Identificação por Espectrometria de Massas  

 

Após a dessalinização com colunas C18 Sep-Pak Vac (Waters), e redução em 

SpeedVac™ (Thermo Scientific), as amostras foram identificadas no Laboratório 

Nacional de Biociências (LNBio), localizado no Centro Nacional de Pesquisa em 



51 
 

 
 

Energia e Materiais (CNPEM) em Campinas-SP, seguindo protocolo descrito por 

Cavassan et al. (23). 

 

3.7. Análise de Dados 

 

A identificação de proteínas nas amostras foi realizada utilizando-se bancos de 

dados públicos (NCBI, taxonomia Homo sapiens, 33.695.097 sequências, disponível 

em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=homo%20sapiens), do software 

Mascot Distiller v2.3.2.0 (Matrix Science, Boston - USA).  

Como parâmetros, utilizou-se a tripsina como enzima proteolítica, 

carbamidometilação como modificação fixa e oxidação da metionina como 

modificação variável. O erro de tolerância para MS e MS/MS foi de 0,1 Da. A validação 

dos dados foi feita segundo algoritmo do próprio programa, com valores de 

identificação Mascot Scores acima de 42 e Valores de Ion Score maiores que 30 em 

uma das sequências identificadas.  

A contagem espectral foi realizada por Scaffold 4, com taxa de FDR (False 

Discovery Rate) de 1% para proteínas e 0,1% para peptídeos, com confiabilidade de 

95%. Pelo menos duas sequências peptídicas em comum nas amostras foram 

exigidas na quantificação label free. 

 

 

3.8. Análise Estatística 

 

Cada proteína foi representada nas análises pelo seu valor de média ponderada 

(3 * mediana + mínima + máxima) / 5, obtido a partir das triplicatas de suas contagens 

espectrais.  

Foram excluídas das análises proteínas identificadas em menos de 30% das 

lesões. Os valores que resultaram em zero para as demais proteínas, foram corrigidos 

por imputação múltipla(26). Os clusters foram retirados das análises. 

Para obter o descritivo dos dados, foram calculadas as diferenças relativas para 

cada proteína (valores de média ponderada em VF / valores de média ponderada em 

V0) (identificadas como CasosDifR na tabela). Sofreram ainda winsorização, aqueles 
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valores cujo desvio interquartil ultrapassou 1,5x adicionado ao terceiro quartil ou 

subtraído do primeiro quartil (27). 

Foi então calculado o valor de expressão relativa (Fold Change) de cada 

proteína pelas média das diferenças relativas. O Intervalo de confiança de 95% foi 

estimado por bootstrap para 1000 reamostragens.  

Os valores foram comparados por teste Wilcoxon (bicaudal), por diagrama de 

dispersão. Foram selecionadas proteínas com fold change valor <0.5 ou >1.5.  

O coeficiente de correlação (rho) de Spearman(28) foi utilizado para análise de 

correlação bivariada entre as proteínas. As correlações foram exploradas em heatmap 

(forte correlação <-0,6 e >0,6) (29). Foram consideradas proteínas com correlações 

positivas aquelas com expressões aumentadas ou diminuídas de forma conjunta, e 

negativas aquelas cujas expressões foram inversamente proporcionais.  

A mesma análise foi realizada para correlacionar a expressão proteômica e a 

redução (área final – área inicial) de cada UV do estudo. Considerou-se correlação 

valores de rho <-0,5 ou >0,5, com valores menores que -0,5 associados com a 

redução da úlcera e valores acima que 0,5 como aumento da lesão. Os dados foram 

dispostos no diagrama Volcano Plot. 

Foram consideradas como proteínas diferencialmente expressas, aquelas 

cujas frequências fossem > 70 % dos casos observados em T0. 

Os dados foram analisados nos softwares JMP 10 e SPSS 22. A significância 

foi determinada como p <0,05. 

 

4. RESULTADOS 

 

Foram colhidos os exsudatos de 14 lesões de 10 pacientes, porém, foram incluídos 

ao estudo o material de 10 UVs, de oito pacientes. Dois pacientes e quatro úlceras 

foram descontinuados, pois as UVs não apresentaram volume de exsudato suficiente 

para realização das análises.  

 A amostra foi composta exclusivamente por indivíduos do sexo feminino, 

relatando histórico de hipertensão arterial sistêmica (HAS), com idade média de 72,3 

anos (55 – 89) e lesões com áreas variando entre 5 cm2 e 59,6 cm2 (Tabela 1).  
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O tempo médio de evolução das UVs foi de 21 (6 – 48) meses e o exsudato foi 

colhido durante um período mínimo de 5 e máximo 9 semanas de tratamento (Tabela 

2).  

Os desfechos observados ao final do período de acompanhamento foram: 1) 

Cicatrização total da UV (5), 2) Diminuição da área inicial (3) e 3) Aumento da área 

inicial (2) (Tabela 3).  

A análise proteômica tipo shotgun label free do exsudato identificou 78 proteínas 

distintas (proteínas e clusters). Após correção estatística dos dados, foram 

consideradas 31 proteínas totais para as análises em V0 e VF (Tabela 4). 

Pela comparação pelo teste Wilcoxon dos valores estimados em bootstrap para 

todas as sequências identificadas, foram identificadas duas proteínas 

diferencialmente expressas antes e após o tratamento com selante de fibrina (Tabela 

4). 

 Houve a diminuição da expressão das proteínas ceruloplasmin (P16) e vitronectin 

(P34) ao final do tratamento, evidenciada pelo diagrama de dispersão (Figura 1). A 

ceruloplasmin foi encontrada no exsudato de 90% das úlceras em V0 e VF, já a 

vitronectin estava presente em 70% doas casos em V0 e apenas 40% dos casos em 

VF.  

Pela análise de correlação proteína-proteína, a ceruloplasmin apresentou um 

índice de correlação positivo com alpha-2-HS-glycoprotein (P32). Já a expressão da 

vitronectin correlacionou-se positivamente à DBP (P15) e negativamente à Ig lambda-

2 chain (P3), complement C3 (P10) e alpha-globin (P13) (Figura 2). 

Após análise de correlação entre a expressão proteica e redução das UVs, cinco 

proteínas apresentaram expressão diferencial das demais no exsudato das UVs. As 

proteínas Ig lambda-2 chain (P3), complement C3 (P10) e Ig gamma-3 (P24) foram 

mais expressas em úlceras com progressão cicatricial, enquanto que fibrinogen-alpha 

(P28) e a vitronectin (P34) apresentaram maior expressão em lesões que não 

cicatrizaram (Figura 3). Com exceção à vitronectin (70%), as demais moléculas foram 

identificadas em todos os exsudatos em T0. Houve mudança nas frequências 

observadas em TF para as proteínas fibrinogen-alpha (50%) e vitronectin (40%). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Os dados epidemiológicos das úlceras crônicas de membros inferiores na 

população, incluindo as de etiologia venosa são bem conhecidos.  O presente estudo 

corrobora a predominância destas lesões em indivíduos do sexo feminino, com idade 

superior à 60 anos e histórico conhecido de hipertensão arterial sistêmica e varizes 

primárias, pelo aumento de condições crônicas e degenerativas da circulação 

sanguínea relacionado ao aumento da idade e a fatores hormonais e de autocuidado 

ligados ao gênero(30-39).   

A hipertensão arterial é a principal comorbidade sistêmica associada ao 

aparecimento e cronicidade em úlceras venosas, pela interferência na perfusão e 

integridade tissular, desfavorecendo os mecanismos cicatriciais normais (40).   

A análise proteômica de fluidos humanos tem sido amplamente empregada 

como estratégia investigativa para o entendimento de diversas doenças e tratamentos, 

principalmente pela identificação de moléculas diferencialmente expressas, que 

possam atuar como diagnósticas e prognosticas de evolução (41-44), porém o número 

de estudos de investigação de proteínas no exsudato de úlceras de etiologia 

exclusivamente venosa ainda é limitado.     

Quando diferencialmente expressas, as proteínas desempenham função 

moduladora no microambiente da lesão, atuando como potenciais biomarcadoras de 

cicatrização, tornando possível inferir o prognostico da lesão (45-48). Um dos trabalhos 

pioneiros utilizando abordagem proteômica de exsudatos de úlceras crônicas foi 

realizado por Fernandez e colaboradores (49), caracterizando 16 proteínas por LC-ESI-

MS/MS, atuantes na cicatrização nas fases de coagulação, aguda e fibrinolítica, além 

do transporte de substâncias. Entretanto, somente proteínas minoritárias foram 

identificadas em exsudatos de úlceras de diferentes etiologias neste estudo.  

Os autores acreditam que os resultados dos estudos de caracterização e 

expressão conduzidos exclusivamente com úlceras venosas possam divergir dos 

realizados com ulceras de diferentes etiologias, que usualmente se associam a 

processos locais ou sistêmicos de acordo com a comorbidade de base. Cavassan et 

al. (23), realizaram um estudo pioneiro do perfil proteômico das UVs, identificando 76 
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proteínas totais, classificando-as de acordo com suas funções na cicatrização e 

correlacionando-as às características clinicas e epidemiológicas das lesões. 

Edsberg et al.(45), ao realizarem um estudo de correlação de proteínas 

expressas na borda e na área interna do leito de úlceras de pressão crônicas, 

identificaram 21 moléculas diferencialmente expressas entre lesões que cicatrizaram 

e não cicatrizaram durante seis semanas de observação. Esses achados corroboram 

nossos estudos anteriores de diferenciação de expressão proteica de acordo com a 

progressão cicatricial em úlceras venosas crônicas.  

Oito lesões apresentaram cicatrização total ou parcial de suas áreas iniciais 

após um período mínimo de 5 semanas de tratamento. A progressão da cicatrização 

de forma efetiva pode ser vinculada à associação entre a manutenção correta do leito 

da lesão e a utilização tópica do selante.  O emprego do selante de fibrina como 

adesivo cirúrgico ou scaffold para diversas substâncias é bem difundido em diversas 

áreas da medicina (20,50-52). Atualmente, seu efeito na melhora da progressão cicatricial 

e cura de úlceras em diferentes tecidos, bem como sua capacidade de mediar reações 

inflamatórias, de proliferação celular e angiogênese têm sido analisados (53-55). Becker 

et al. (55), inferiram a ação modulatória positiva do selante de fibrina no tratamento de 

úlceras gástricas, com aumento do número de células proliferativas na margem da 

lesão, da angiogênese e expressão do fator de crescimento fibroblástico 2, quando 

comparado ao controle tratado em solução salina. O aumento da neovascularização, 

além da maior deposição de colágeno no leito ulcerado também foram observados 

por Prodromidou et al. (56). A atuação do selante nos mecanismos inflamatórios, pela 

mudança de expressão imunohistoquímica de proteínas marcadoras da resposta à 

hipóxia tecidual de feridas cirúrgicas pode também ser descrita por García-Vásquez 

et al.(57) 

Entretanto, poucos estudos de expressão de proteínas utilizando a aborgadem 

proteômica, associados ao uso de selantes de fibrina foram conduzidos até o 

momento.  

O presente estudo possui caráter inédito, pois até o momento não foram 

encontrados registros de análises por espectrometria de massas quantitativa da 

expressão diferencial de proteínas frente ao tratamento com selante de fibrina em 

UVs. 
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Após o tratamento, houve a diminuição da expressão de duas moléculas: 

ceruloplasmin e vitronectin. Ambas estavam presentes em 90% e 70% (V0) e 70% e 

40% (VF), dos casos respectivamente. Embora não haja um consenso estabelecido 

sobre a frequência mínima de ocorrência de uma molécula biomarcadora, os autores 

acreditam que 90 % dos casos estudados devem apresenta-la, a fim de ser 

representativa da população.   

A função da ceruloplasmin já é bem descrita. Principal proteína carreadora do 

cobre plasmático, além da sua atuação à respostas imunes de fase aguda, apresenta 

atividade anti-inflamatória e enzimática, atuando diretamente na cicatrização de 

feridas (58,59). O cobre por sua vez, compõe a lisil oxidase, envolvida na reticulação e 

maturação do colágeno, estimulação da angiogênese e promoção do fator de 

crescimento endotelial (60-62).  Além disso, pode se ligar à lactoferrin, em um complexo 

molecular contendo Fe3+, atuante na fase proliferativa (síntese de colágeno) e 

inflamatória (recrutamento de células T e macrófagos) (63-66).  

Assim como ocorre nas úlceras venosas, nas lesões térmicas, há o aumento 

da permeabilidade celular, com consequente extravasamento de plasma e eletrólitos 

para o ambiente intersticial, levando a hipovolemia e diminuição da perfusão e 

oxigenação tecidual. Komosinska-Vassev(67) et al., evidenciaram a ceruloplasmin 

como molécula marcadora do avanço cicatricial quando diferencialmente expressa no 

sangue de pacientes com queimaduras térmicas, entretanto, o aumento de sua 

expressão ocorreu no décimo dia do processo de cura da ferida, correspondente às 

fases tardia da inflamação e inicial da proliferação e remodelação tecidual. Nosso 

estudo, entretanto, evidenciou uma diminuição da expressão ao final do tratamento. 

A ação conhecida do selante de fibrina no aumento da angiogênese pode ter 

contribuído para a redução dos níveis de cobre no microambiente da lesão, assim 

como de outros fatores de crescimento endotelial, levando a uma diminuição da 

ceruloplasmin local.  

Vitronectin é uma proteína da matriz extracelular, que participa dos processos 

de migração celular, coagulação sanguínea e fibrinólise, atuando diretamente no 

processo cicatricial de diversos tecidos (68 - 70).  Muitos estudos tem demostrado que 

vitronectin associa-se com fatores de crescimento epidérmicos, atuando 

beneficamente na cicatrização de feridas difíceis, pelo aumento da proliferação de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Komosinska-Vassev%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31320985
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queratinócitos e subsequente reepitelização tecidual (71 - 73). Upton et al. (74) e Harding 

et al.(75), ao aplicarem um complexo tópico de vitronectin com fatores de crescimento 

no leito de UVs crônicas, não observaram mudanças na proliferação e migração 

celular, porem houve associação com uma consistente redução da área da lesão após 

o tratamento, demostrando que a vitronectina em sinergia a outras moléculas, 

desempenha importante papel na reparação tecidual. 

A expressão diminuída dessas moléculas em VF nas úlceras que cicatrizaram 

pode estar associada à diminuição dos processos inflamatórios e de angiogênese 

locais, pois nas fases finais da cicatrização, esses eventos estão menos ativos.  

Alguns estudos com úlceras crônicas têm demostrado que diferentes proteínas 

aumentam ou diminuem suas expressões de forma conjunta, atuando em sinergismo 

ou antagonismo de acordo com suas funções e vias de atuação (23, 76). No presente 

estudo o sinergismo foi explorado por heatmap, sendo observadas associações 

positivas entre ceruloplasmin e alpha-2-HS-glycoprotein e entre vitronectin e DBP e 

negativas entre vitronectin e Ig lamba-2, complement C3 e alpha-globin. 

Alpha-2-HS-glycoprotein é uma molécula abundante no tecido epitelial fetal e 

de recém nascidos, apresenta subexpressão na pele de indivíduos adultos. 

Responsável por promover maior formação dos lamelipódios em queratinócitos, atua 

na reepitelização tecidual, pelo aumento da proliferação e diferenciação morfológica 

dos mesmos, efetivando a migração celular e diminuindo o tempo de cicatrização de 

feridas (77,78). Entretanto, estudos aprofundados devem ser realizados, pois as vias 

envolvidas na migração dos queratinócitos pela alpha-2-HS-glycoprotein ainda são 

desconhecidas.   

O cobre carreado pela ceruloplasmin, reticula o colágeno e altera a atividade 

de metaloproteínases de matriz, envolvidas na separação de queratinócitos das 

membranas basais e migração dos mesmos pelas redes de colágeno (67). Sendo 

assim, uma diminuição da expressão de ceruloplasmin impactaria a formação e 

função das metaloproteínases, com perda da expressão de queratinócitos no 

exsudato de UVs, e consequente redução dos níveis locais da alpha-2-HS-

glycoprotein para formação de lamelipódios e diferenciação morfológica dos mesmos.   
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A redução da expressão da vitronectin em T90 se correlacionou à diminuição 

na concentração de DBP a ao aumento da expressão de Ig lamba-2, complement C3 

e alpha-globin. 

A DBP é uma proteína plasmática de ligação à actina. Vários estudos 

demostram que o dano tecidual característico em lesões extensas ou crônicas, libera 

actina em fluidos extracelulares, causando oclusão da microcirculação e alterando os 

sistemas fibrinolíticos e de coagulação locais. A DBP plasmática atua como parte do 

sistema de eliminação dessas moléculas, sendo consumida em lesões importantes. 

Sua concentração reduzida demostrou ser um efetivo marcador prognóstico de 

evolução ruim do dano tecidual (79-83).  Sendo assim, os autores acreditam que sua 

expressão diminuída no fluido de UVs pode significar que o tratamento reduziu os 

níveis de danos celulares, com extravasamento da actina, e consequentemente, foi 

capaz de diminuir o processo inflamatório, agindo de maneira benéfica a cicatrização. 

Imunoglobulinas, proteínas do sistema complemento e alpha-globin também 

mediam respostas imunes ligadas à inflamação.  Acredita-se que estas proteínas 

estejam envolvidas em processos de marcação de antígenos, ativação ou inibição de 

apoptose e lise celular, indução da resposta inflamatória, aumento do estresse 

oxidativo, formação de espécies reativas de oxigênio e participando de vários 

processos do sistema imune inato e específico (48, 84-87). M’Koma et al., (88) ao 

estudarem úlceras intestinais, decorrentes da doença inflamatória intestinal, relataram 

a superexpressão de alpha-globin como marcadora inflamatória nesses tecidos. 

Nossos estudos anteriores já identificaram classes de imunoglobulinas e a 

proteína complement C3 com expressão relativa aumentada em lesões com padrão 

cicatricial efetivo, inferindo que essas moléculas possam ser boas candidatas a 

biomarcadoras do prognóstico cicatricial satisfatório em UVs(24).  Corroborando esses 

achados, no presente estudo, a maior expressão de complemente C3 foi identificada 

em úlceras com progressão cicatricial satisfatória. Entretanto, a incidência de 

cicatrização total das UVs foi maior na presente investigação, ocorrendo 50% das 

lesões estudadas, demostrando que o selante de fibrina heterólogo pode agir como 

potencializador na modulação dessas moléculas, diminuindo o tempo de cicatrização 

natural.   
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O fibrinogênio é uma das proteínas importantes da matriz extracelular em 

tecidos lesionados, atuando na fase precoce do tecido de granulação e 

desempenhando um papel importante na coagulação e na cicatrização de feridas. As 

feridas crônicas parecem apresentar concentrações relativamente maiores de 

proteínas de matrizes quando comparadas às agudas, levando então, ao 

entendimento que este tipo de lesão pode estar estagnada nas fases precoces da 

reconstituição tissular em decorrência do processo inflamatório induzido e perpetuado 

por alterações subjacentes do microambiente (48,89). Além disso, Alguns estudos 

demostram elevados níveis dessa proteína de fase aguda como marcadores 

inflamatórios sistêmicos, ligados ao aumento do risco ao desenvolvimento de doenças 

trombóticas, aterosclerose e insuficiência cardíaca(90,91), corroborando os presentes 

achados epidemiológicos  

Embora os resultados preliminares demostrem uma eficácia clínica do uso do 

selante heterólogo de fibrina no tratamento de úlceras venosas, os autores acreditam 

que novos estudos clínicos, conduzidos com grupos controles, tratados somente com 

ácido graxo e terapia compressiva, devem ser realizados, a fim de mensurar a 

importância da manutenção do leito e da administração correta da terapia 

compressiva na cicatrização de UVs, minimizando possíveis variáveis confundidoras, 

além de validar os achados do presente estudo.  

 

6. CONCLUSÃO 

Podemos concluir portanto que há diferença de expressão de proteínas no 

exsudato de UVs, antes e após o tratamento com selante de fibrina.  Com base na 

observação dos dados, os autores acreditam que vitronectina, seja uma molécula 

potencialmente biomarcadora da dificuldade cicatricial, uma vez que após o 

tratamento com selante heterólogo, além de apresentar diminuição da sua expressão, 

se correlacionou às UVs com menores índices de velocidade de redução. Além disso 

sua expressão foi antagônica ao aumento de complement C3 em UVs com 

cicatrização satisfatória, já evidenciadas em nossos estudos anteriores.  

O selante parece atuar não somente como curativo biológico, mas também 

acelerar o processo cicatricial e inibir fatores que induzem à cronicidade. Entretanto 
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este, trata-se de um estudo preliminar. Estudos desenvolvidos com um grupo controle 

devem ser realizados a fim de se comprovar os achados.  
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8. APÊNDICES 
 

8.1 Apêndice 1 - Gráficos, Tabelas e Figuras  

 
 

Tabela 1: Distribuição das variáveis clínicas e epidemiológicas dos 8 pacientes 

incluídos no estudo, antes do tratamento com selante de fibrina. 

ID Sexo Idade HAS DM Tabagismo TVP IMC Nº de 
lesões 

Membro 
acometido 

AI 
(CM2) 

1 F 75 SIM NÃO NÃO NÃO 44,9 1 MID 19,2 

2 
 

F 80 SIM SIM NÃO SIM 32,9 1 MIE 24,3 

3 F 79 SIM SIM NÃO NÃO -** 1 MIE 5 

4 F 71 SIM SIM NÃO NÃO 39,7 3 MIE 32* 

5 F 89 SIM NÃO NÃO SIM 38,4 1 MID 8,4 

7 F 55 SIM NÃO NÃO NÃO 32,6 1 MID 6,3 

9 F 55 SIM NÃO SIM SIM 38,2 1 MIE 12,8 

10 
 

F 77 NÃO NÃO NÃO NÃO -** 1 MID 59,6 

* Somatória da área de todas as lesões de um mesmo paciente 

**Valores não descritos no questionário do estudo Selante I. 

ID – Identificação no estudo 

HAS – Hipertensão arterial sistêmica 

DM – Diabetes mellitus  

TVP – Trombose venosa profunda 

AI – Área inicial na úlcera venosa em cm2 (em T0)  
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Tabela 2: Distribuição das variáveis clinicas e epidemiologias das 10 úlceras dos 8 

pacientes no momento de admissão ao estudo. 

Variáveis Total n=10 
Membro   

MIE 6  
MID 4  

Localização  
Lateral da perna 3 
Medial da Perna 5 

Dorso do pé 2 
Visita final*  

Após cinco semanas 2 
Após seis semanas 3 
Após oito semanas 2 
Após nove semanas 3 

Exsudação**  
Serosa 8* 

Sanguinolenta 4* 
Intensidade média da dor 4,9 (2,9) 

Tempo Médio de Evolução1 (Dp) 21 (14,4) 
Área média em V0 (Dp) 16,79 (16,9) 

1 Tempo médio de evolução em meses 
* A característica do exsudato foi observada de forma independente, sendo assim, uma mesma lesão 
pode apresentar mais de uma característica.  
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Tabela 3: Tempo máximo de seguimento em semanas e desfecho da cicatrização de cada 
UV estudada.  

 
ID 

 
Seguimento* 

(semanas) 

 
Área final  

(cm2) 

 
Evolução cicatricial** 

1 7 semanas 0  Cicatrização 
2 9 semanas 52 Aumento da área inicial 
3 9 semanas 14,85 Aumento da área inicial 
4 9 semanas 6,25 Diminuição da área 

inicial 
4 6 semanas 0 Cicatrização 
4 9 semanas 0 Cicatrização 
5 9 semanas 0 Cicatrização 
7 6 semanas 0 Cicatrização 
9 6 semanas 11,25 Diminuição da área 

inicial 
10 6 semanas 48,8 Diminuição da área 

inicial 
* Período em semanas em que os dados de aspectos clínicos e o exsudato foram colhidos, antes da 
perda do seguimento. 
** Baseada no valor da área em VF quando comparado ao valor da área em V0. 

 
 
 
 
 
 



72 
 

 
 

Tabela 4: Identificação das 31 proteínas do exsudato inflamatório, das 10 úlceras venosas submetidas ao tratamento com selante de fibrina do 
cevap.  

 
IDa 

 
Proteína 

 
Código 
Acesso 

M.M.b 
(kDa) 

Média V0c 
(Dp)* 

Média VFd 
(Dp)** 

Fold Changee 
(VF/V0) 

 
IC95%f 

P1 Albumin P02768.2 69 418,8 (149,4) 504,4 (203,0) 1,4 (0,8) (0,9-1,8) 

P2 Transferrin P02787.3 77 45,3 (10,3) 45,5 (11,2) 1,0 (0,3) (0,8-1,2) 

P3 Ig lambda-2 chain P0CG05.1 11 40,3 (15,9) 41,9 (16,4) 1,2 (0,6) (0,8-1,5) 

P4 Ig kappa chain P01834.1 12 29,3 (7,7) 29,2 (5,7) 1,1 (0,3) (0,9-1,2) 

P5 Haptoglobin P00738.1 45 22,9 (9,8) 22,6 (10,9) 1,0 (0,3) (0,8–1,1) 

P6 Beta-globin P68871.2 16 22,1 (16,4) 21,9 (30,0) 1,2 (1,1) (0,6-1,9) 

P7 Apo-AI P02647.1 31 19,2 (7,3) 20,9 (9,3) 1,2 (0,8) (0,7-1,7) 

P8 Ig alpha-1 chain P01876.2 38 18,2 (5,8) 19,6 (11,1) 1,1 (0,4) (0,8-1,3) 

P9 Ig gamma-1 chain A0A087WV47  47,6 (18,3) 40,4 (25,2) 0,8 (0,4) (0,6-1,1) 

P10 Complement C3 P01024.2 187 19,5 (9,5) 13,6 (11,8) 0,7 (0,3) (0,5-0,9) 

P11 Apo-AII P02652.1 11 14,5 (8,1) 15,4 (6,8) 1,2 (0,5) (0,9-1,5) 

P12 Alpha-2-M P01023.3 163 14,0 (10,0) 8,4 (5,1) 0,8 (0,5) (0,6-1,1) 

P13 Alpha-globin P69905.2 15 10,6 (6,3) 11,5 (16,1) 1,4 (1,4) (0,6-2,2) 

P14 Alpha-1-antitrypsin P01009.3 47 10,5 (7,0) 9,9 (6,8) 1,3 (1,2) (0,7-2,0) 

P15 DBP P02774.1 53 9,0 (4,9) 8,1 (4,7) 0,9 (0,3) (0,7-1,1) 

P16 Ceruloplasmin P00450.1 122 6,9 (5,4) 4,5 (4,8) 0,5 (0,3) (0,4-0,7) 

P17 Hemopexin P02790.2 52 5,7 (1,9) 4,6 (2,3) 0,8 (0,4) (0,5-1,0) 

P18 Ig gamma-4 chain P01861.1 36 28,9 (10,2) 26,9 (15,4) 1,0 (0,5) (0,7-1,3) 

P19 AGP 1 P02763.1 24 6,0 (2,8) 3,9 (2,2) 0,7 (0,4) (0,5-0,9) 

P20 HP1 P59665.1 10 4,4 (2,6) 3,1 (1,2) 1,1 (1,0) (0,6-1,7) 

P21 Ig gamma-2 chain P01859.2 36 16,0 (6,1) 14,7 (6,4) 1,0 (0,3) (0,8-1,1) 

P22 Ig mu chain P01871.3 49 3,4 (2,4) 3,8 (4,0) 1,1 (0,8) (0,7-1,6) 

P23 Alpha-1B-glycoprotein P04217.4 54 3,3 (3,2) 2,8 (2,9) 0,9 (0,5) (0,6-1,2) 

P24 Ig gamma-3 P01860.2 41 27,1 (10,0) 27,5 (13,8) 1,2 (0,6) (0,8-1,5) 

P25 Beta-actin P60709.1 42 3,6 (1,7) 3,4 (1,9) 0,8 (0,4) (0,6-1,0) 

P27 Complement factor B P00751.2 86 3,8 (1,8) 2,3 (2,4) 0,6 (0,4) (0,4-0,7) 

P28 Fibrinogen alpha P02671.2 95 3,5 (3,4) 1,7 (1,6) 0,9 (0,9) (0,4-1,4) 

P30 Complement C4-A P0C0L4.2 193 1,4 (0,7) 1,0 (0,5) 0,8 (0,5) (0,5-1,1) 



73 
 

 
 

P32 Alpha-2-HS-glycoprotein P02765.1 39 2,4 (2,0) 1,3 (1,0) 0,9 (1,0) (0,4-1,6) 

P34 Vitronectin P04004.1 54 1,4 (0,5) 0,5 (0,2) 0,4 (0,1) (0,3-0,5) 

P36 Kininogen-1 P01042-2  1,0 (0,0) 0,9 (0,9) 0,9 (0,9)  (0,4-1,5) 

a: Identificação da proteína nos análises e resultados estatísticos. 
b: Massa molecular. 
c: Média ponderada da contagem peptídica antes do tratamento; * - desvio padrão de c. 
d: Média ponderada da contagem peptídica após o tratamento. ** - desvio padrão de d.  
e: Média das diferenças relativas de cada proteína. 
f: Intervalo de confiança estimado por estimado por bootstrap. 
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Figura 1: Diagrama de dispersão das proteínas que se expressaram diferentemente antes 

e após o tratamento com selante de fibrina. 
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Figura 2: Heatmap das correlações proteína-proteína (forte correlação estimada para valores <-0,6 

e >0,6). 
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Figura 3: Diagrama Volcano Plot das proteínas que se expressaram diferentemente em 

úlceras venosas que apresentaram cicatrização (Rho negativo) e não apresentaram 

cicatrização (Rho positivo). Considerou-se correlação valores de rho <-0,5 ou >0,5. 
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8.2 Apêndice 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

As úlceras são feridas na pele ou em tecidos mais profundos chamados de epiderme, 

podendo também atingir os músculos, sendo normalmente encontradas nas pernas ou pés. 

A causa normalmente está relacionada à obstrução total ou parcial artérias ou veias. As 

úlceras venosas geralmente ocorrem devido ao aumento da pressão sanguínea dentro das 

veias nos membros inferiores, e correspondem a maioria (80 a 90%) das úlceras encontradas 

nesta localização. O conhecimento do processo de cicatrização ou não da ferida pode ajudar 

na busca por marcadores biológicos, ou seja, substâncias que demonstram se a ferida irá 

cicatrizar facilmente ou não. Estes marcadores são muito importantes, pois num futuro 

próximo ajudarão a mudar ou criar novos tratamentos para as feridas. Este projeto pretende 

estudar e entender melhor o funcionamento das proteínas que estão envolvidas no processo 

de cicatrização das úlceras antes e após o tratamento dessas lesões com Selante de Fibrina. 

 

Eu,____________________________________________________________________ 

recebi pessoalmente o convite para participar da pesquisa: “: Identificação de 
biomarcadores moleculares prognósticos e diagnósticos de cicatrização no exsudato 
inflamatório de úlceras venosas crônicas antes e após o tratamento com selante de 
fibrina.”, a ser realizada na Unidade de Pesquisa Clínica do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, sob responsabilidade da Pesquisadora, 

Bióloga, Dra. Lucilene Delazari dos Santos e da aluna Nayara Rodrigues Vieira, e todas 

informações a respeito do mesmo. Fui devidamente informado sobre os objetivos e 

procedimentos envolvidos que consistem em: responder ao questionário clínico; permitir a 

captura da imagem da lesão via fotografia digital e permitir o preparo da lesão e coleta do 

exsudato (liquido expulso pela ferida). A coleta de exsudato será realizada na primeira 

consulta do paciente, trinta, sessenta e cento e vinte dias após a primeira consulta; Fui 

informado que os procedimentos realizados não acarretarão nenhum risco para minha saúde 

e que dados presentes em meu prontuário também poderão ser utilizados na pesquisa. Ficou 

esclarecido que a minha participação é voluntária e que tenho a liberdade para me retirar 

da pesquisa em qualquer momento. Fui assegurado que os dados serão mantidos em sigilo 

e que minha privacidade será resguardada. Declaro que este documento está sendo passado 

em duas vias, sendo que uma cópia ficará comigo e outra será mantida em arquivo pelo 

pesquisador. Com a assinatura abaixo, dou consentimento para a incorporação dos meus 

dados neste estudo. 
Qualquer dúvida adicional, poderei entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa, 

através do telefone: (14) 3880-1608/ 1609.  

Botucatu,          de                               de            .       ____________________________ 

                                                                                               Assinatura do paciente                                             

   

 

______________________________                          ___________________________ 

Assinatura do pesquisador                                            Assinatura do pesquisador 

Prof. Dra. Lucilene Delazari dos Santos                                  Nayara Rodrigues Vieira  


