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RESUMO

Introducdo: Vérios sdo os fatores que dificultam a reparacéo tecidual, dentre esses destacam-
se as infeccdes, hipoxia tecidual, persisténcia do trauma e do tecido necrético, nessas
condicBes tem-se as lesbes de dificil cicatrizacdo e de longa duracdo. Essas lesdes ocasionam
mudancas na rotina pessoal e familiar e gera desgaste fisico, financeiro e emocional. Assim, 0
projeto justificou-se pelo fato de buscar mecanismos ndo-convencionais de curativo, que
promovam melhor resposta de cicatrizacdo em pacientes com lesGes cutaneas crénicas de
dificil cicatrizacdo. Metodologia: Trata-se de estudo clinico aberto, controlado, randomizado,
qualitativo em paralelo para determinar o efeito da aplicagdo tdpica da Fibrina
Leucoplaquetaria Autologa (FLA) em lesdes cronicas de dificil cicatrizacdo. Resultados: Os
resultados mostraram similaridade entre os grupos controle e FLA no primeiro més (p > 0,05),
mas o teste Wilcoxon mostrou que, ap6s 3 meses de tratamento, o grupo FLA apresentou
maior quantidade de anexos em comparacdo ao primeiro més (p = 0,035), apresentou também
maior quantidade de fibroblastos, fibras colagenas e novos vasos (p = 0,040), (p = 0,031), (p =
0,031), respectivamente. O Teste t pareado evidenciou, ap6s 3 meses, menor quantidade de
microabcesso epitelial no grupo FLA do que no grupo controle (p = 0,010) e menor elevacéao
da lesdo no grupo controle no terceiro més quando comparado ao primeiro més (p = 0,048).
Os demais parametros nas analises independentes ou pareada ndo foram afetados (p > 0,05).
Conclusdo: A partir da analise histologica das lesdes dos dois grupos, é possivel observar a
melhora significativa do grupo tratado com a FLA, demonstrando progresso superior em
comparagdo ao grupo tratado com a terapia convencional em apenas trés meses de tratamento.
Apesar disso, se faz necessario refazer esta analise com maior tempo de tratamento para
identificar mais a fundo o possivel beneficio do tratamento com a FLA e sua correlacdo com o
processo de reparacao e cicatrizacdo de lesdes cutaneas cronicas.

Palavras-chave: LesGes cutaneas crénicas; cicatrizacdo; tratamento.
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1. Introducgéo

As dificuldades terapéuticas associadas a cicatrizagdo/reparacdo de lesbes cutaneas
apontam para a busca de tratamentos que atuem de forma a promover a reparacdo tecidual
rapida com a reconstituicdo dos tecidos lesados. A rapidez do processo de
cicatrizacdo/reparacgdo tecidual é fundamental para impedir a colonizagdo do sitio lesado e
promover a recuperagdo da fisiologia da lesdo. Assim, a otimizacdo do tratamento para
melhorar a qualidade de vida dos individuos afetados por lesdes cronicas de dificil reparacdo
impulsiona estudos que viabilizem alternativas eficazes. Os dados disponiveis mostram que o
tratamento de lesdes cronicas acarreta elevados custos aos sistemas de salde, sobretudo pelo
retardo na resolucdo das lesGes e pela morbidade causada aos individuos afetados (SANTOS
etal., 2014; YOTSU et al., 2015).

Sabe-se que o tratamento de lesdes crbnicas por vezes demanda hospitalizacao
prolongada, antibidticos e cirurgias, bem como acarreta a perda de produtividade,
incapacidade e mortalidade prematura, que no conjunto, eleva os custos do tratamento
(YOTSU et al., 2015) e torna esse tipo de afeccdo um grande problema de salde publica no
Brasil e no mundo (SANTOS et al., 2014).

Nos processos de reparacdo tecidual ha uma complexa sequéncia de eventos que
culminam ou ndo com remodelacdo dos tecidos e que dependem da resposta imunitaria
individual a lesdo, a presenca ou ndo de microrganismos e 0 uso de substancias que
favorecam o processo de resolucdo da lesdo. Dentre os fatores individuais, o processo
inflamatdrio é fundamental para aportar no sitio lesionado um conjunto de células de defesa
que atuam na protecdo contra agentes infecciosos e na sinalizacdo celular, em seguida, com o
aumento no nimero de macréfagos e fibroblastos tem-se a sintese da matriz extracelular
(colageno, elastina e fibras reticulares) e novos vasos sanguineos; essa sequéncia de eventos é
observada em diferentes tipos de lesdo. Nesse contexto, os leucécitos e as plaquetas sdo
fundamentais no processo de reparacdo tecidual por um conjunto de sinalizadores celulares
como as glicoproteinas, imunoglobulinas, citocinas, fatores de crescimento e microparticulas
circulantes que atuam na modulacdo da resposta angiogénica e reparadora em leitos lesados
(NIEWLAND, 2007; DULMOVITS; HERMAN, 2012; WITTE; BARBUL, 1997).

Dentre esses fatores de crescimento plaquetario destacam-se os denominados platelet-
derived growth fator (PDGF) do tipo PDGFao, PDGFBB e PDGFaf3, que promovem a
guimiotaxia para macréfagos e fibroblastos, os fatores de crescimento transformadores

(transforming growth fator/TGF) TGFB1 e TGF2, fatores de crescimento endotelial vascular



(vascular endotelial growth fator/VEGF) e o fator de crescimento epitelial (epidermal growth
fator/EGF) (CARDOSO; LOPES, 2015; FIORAVANTI et al., 2015).

Vaérios sdo os fatores que dificultam a reparacdo tecidual, dentre esses destacam-se as
infeccdes, hipoxia tecidual, persisténcia do trauma e do tecido necrético ou mesmo na
presenca de desequilibrio da resposta imunitaria, alteracdes vasculares, nutricionais e
metabdlicas, diabetes e até mesmo pelo uso de medicamentos (COSTAN et al., 2013); nessas
condicdes tem-se as lesdes de dificil cicatrizacdo e de longa duracéo.

As lesdes cutaneas crénicas ocasionam mudancgas na rotina pessoal e familiar e gera
desgaste fisico, financeiro e emocional. Assim, o projeto justificou-se pelo fato de buscar
mecanismos ndo-convencionais de curativo, que promovam melhor resposta de cicatrizacdo
em pacientes com lesbes cutaneas cronicas de dificil cicatrizacdo em tratamento no Servico
Ambulatorial de Enfermagem em Estomaterapia (SAEE), localizado no Hospital

Universitario de Brasilia (HUB).

2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito da aplicacdo topica da Fibrina Leucoplaquetaria Autdloga na

cicatrizacao/reparagédo de lesbes cutaneas vasculares cronicas.

2.2. Objetivo especifico

e Auvaliar o tecido epitelial para identificar a re-epitelizacdo, microabcessos epiteliais e
elevacdo da leséo;

e Avaliar a formacédo do tecido de granulacdo para identificar a quantidade de fibroblastos,

fibras colagenas, hemorragia/congestdo e neovasos.

3. Materiais e métodos

Trata-se de estudo clinico aberto, controlado, randomizado, qualitativo em paralelo
para determinar o efeito da aplicagéo tdpica da Fibrina Leucoplaquetaria Autologa (FLA) em
lesGes cronicas de dificil cicatrizacdo. Este estudo esta vinculado ao projeto “Aplicacgdo topica
da fibrina leucoplaquetéria autloga: perspectivas na reparacdo de lesdes cutaneas crénicas de
dificil cicatrizagdo”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o nimero

3.611.291/2019, de acordo com a Resolucdo n° 510/2016 do Conselho Nacional de Saude.



3.1. Local de estudo
O estudo foi desenvolvido no Servico Ambulatorial de Enfermagem em Estomaterapia
(SAEE) do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e no Laboratério de Técnicas

Histologicas da Universidade de Brasilia.

3.2. Individuos e grupos de estudo

Os individuos foram pacientes acompanhados no SAEE para o tratamento de lesdes
cutaneas vasculares cronicas de origem idiopatica, hipertensiva e diabética. Apos o
recrutamento, os pacientes foram randomizados em blocos de 4 individuos pela ferramenta
SealedEnvelopeTM. Os grupos controle e intervencdo foram formados pelos pacientes que
concordaram em participar do estudo e assinaram, em duas vias, 0 Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.
Grupo Controle — individuos tratados com o protocolo padrdo do SAEE, em que havia a
troca do curativo uma vez/semana por trés meses;
Grupo Intervencéo — individuos tratados com a FLA sobre a lesdo uma vez/semana por trés

Mmeses.

3.3. Aspectos éticos

As normas éticas que regulamentam os estudos com seres humanos foram cumpridas
em conforme as leis brasileiras vigentes e a Declaracdo de Helsinki (WMA, 2008). O inicio
da pesquisa se deu ap0s a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia e ap06s registro do estudo no portal:

Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos.

3.4. Critérios de selecdo

Os critérios para a composicdo da amostra foram: aceitar participar do estudo apos
receber o convite das pesquisadoras; ter idade igual ou superior a 18 anos; ter lesdes crdnicas
vasculares de origem idiopatica, hipertensiva e diabética por um periodo minimo de 6 meses;
ser paciente usuario do servico de Estomaterapia do HUB. Foram excluidos da pesquisa 0s
pacientes que ndo atenderam os critérios de inclusdo e aqueles que foram submetidos a
oxigenoterapia hiperbérica; individuos pertencentes a populagbes especiais como gestantes,

menores de idade e pacientes com problemas psiquiatricos que impegam livre consentimento.



3.5. Obtencao e aplicacdo da Fibrina Leucoplaquetaria Autéloga (FLA)

Depois de coletado o sangue venoso dos individuos, os tubos tipo Vacutainer foram
imediatamente acondicionados e centrifugados numa centrifuga de rotor fixo com angulo de
25° (Montserrat®, China) por 10 minutos a 200 x g. Depois, a fracdo gelatinosa sobrenadante
foi depositada sobre um suporte metélico perfurado estéril para a drenagem do soro e
obtengdo das membranas de fibrina. Em seguida, as FLAs foram distendidas sobre a lesdo de
forma a cobri-la integralmente. Em seguida a lesdo foi protegida com uma cobertura estéril de

poliuretano ou silicone, em conformidade com a rotina do SAEE.

3.6. Obtencao dos espécimes histoldgicos e coleta de dados

Para a caracterizacdo do tecido de granulagéo, epitelizacdo e neovascularizacdo foram
obtidos fragmentos dos bordos das lesdes dos individuos dos dois grupos no inicio e com trés
meses de tratamento. Depois de processados com protocolo padrdo para as técnicas de
coloragéo de rotina (Hematoxilina & Eosina), as imagens foram digitalizadas e analisadas de
forma cega e por um unico observador para a coleta dos dados utilizando-se 0s seguintes
parametros qualitativos: 0 (zero) quando ausente; 1 (um) quando escasso; 2 (dois) quando

moderado; 3 (trés) quando intenso.

3.7. Analise estatistica

Para a aplicacdo dos testes estatisticos foram avaliadas a normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e a variabilidade das varidveis pelo teste de Bartlett. Para comparar
duas amostras independentes foram usados o teste t-Student ou Mann-Whitney para os dados
paramétricos ou nao paramétricos, respectivamente. Para comparar duas amostras
dependentes foram utilizados os testes t-pareado ou Wilcoxon, para dados com distribuicédo
paramétrica ou nao parameétrica, respectivamente. As diferencas entre as variaveis foram
consideradas significativas quando a probabilidade bi-caudal da sua ocorréncia devida ao
acaso (erro tipo 1) for menor que 5% (p < 0,05). O programa Prism 5® software package

(GraphPad, USA) foi utilizado paras as analises e para a representacédo grafica dos resultados.

4. Resultados
4.1. Avaliacdo dos parametros referentes ao tecido epitelial

Os resultados mostraram que ambos os grupos (controle e intervencdo) néo
apresentaram diferencas para todos os parametros referentes ao tecido epitelial analisados no
inicio do tratamento (Teste t ou Mann-Whitney, p > 0,05) (Figura 1 A, B, C, D).



Com 3 meses, o grupo tratado com a FLA apresentou maior quantidade de anexos
(0,9) quando comparado ao primeiro més de tratamento (0,1) (Wilcoxon; p = 0,035) (Figura 1
B).

O Teste t pareado evidenciou menor quantidade de microabcesso epitelial no grupo
FLA (0,4) do que no grupo controle (1,5) (C; p = 0,010) apds 3 meses de tratamento. Neste
mesmo periodo, o grupo FLA apresentou menor quantidade (0,4) quando comparado ao
primeiro més (0,9) (C; p = 0,044), enquanto o grupo controle apresentou maior quantidade
(1,5) ao compara-lo ao inicio do tratamento (0,8) (Figura 1 C; p = 0,018).

Quanto a elevacdo da lesdo, o Teste t pareado mostrou que o grupo controle reduziu
no terceiro més (0,5) em comparacdo com o primeiro més (1,9) (Figura 1 D; p = 0,048).

Os demais parametros ndo sofreram alteracdes decorridos os 3 meses de tratamento
(Teste t pareado ou Wilcoxon, p> 0,05).
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Figura 1. Parametros referentes ao tecido epitelial dos individuos com lesdes cutneas cronicas tratados ou néo
com a fibrina leucoplaquetaria autéloga com 1 ou 3 meses. Os resultados mostraram similaridade entre os grupos
controle e FLA no més 1 (p > 0,05), mas o teste Wilcoxon mostrou que, ap6s 3 meses de tratamento, 0 grupo
FLA apresentou maior quantidade de anexos em comparacdo ao primeiro més (B; p = 0,035). O Teste t pareado
evidenciou, apds 3 meses, menor quantidade de microabcesso epitelial no grupo FLA do que no grupo controle
(C; p =0,010) e menor elevacdo da lesdo no grupo controle no terceiro més quando comparado ao primeiro més



(D; p = 0,048). Os demais parametros nas analises independentes ou pareada ndo foram afetados (p > 0,05).
Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos.

4.2. Avaliagéo dos parametros do tecido conjuntivo

Os resultados mostraram que ambos 0s grupos (controle e intervengdo) eram
similares e ndo apresentaram diferencas para os parametros do tecido conjuntivo no inicio do
tratamento (Teste t ou Mann-Whitney, p > 0,05) (Figura 2 A, B, C, D).

Ao comparar 0 grupo FLA no inicio (1,0) e apds 3 meses de tratamento (1,9) foi
possivel observar um aumento significativo na quantidade de fibroblastos (Wilcoxon; p =
0,040) (Figura 2 A). Apds 3 meses de tratamento, a quantidade de fibras colagenas do grupo
FLA aumentou de 0,9 para 1,9 (Wilcoxon, p = 0,031) (Figura 2 B).

O teste de Wilcoxon evidenciou aumento na quantidade de novos vasos do grupo
FLA apds 3 meses de tratamento (0,9) em comparacdo com a quantidade do inicio (0,1) (D; p
= 0,031) (Figura 2 D). Os demais parametros nao sofreram alteracdes decorridos os 3 meses

de tratamento (Teste t pareado ou Wilcoxon, p > 0,05).
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Figura 2. Parametros referentes ao tecido conjuntivo dos individuos com lesbes cutaneas cronicas tratados ou
ndo com a fibrina leucoplaquetéria autéloga com 1 ou 3 meses. Os resultados mostraram similaridade entre os
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grupos controle e FLA no primeiro més (p > 0,05), mas o teste Wilcoxon mostrou que, apoés 3 meses de
tratamento, o grupo FLA apresentou maior quantidade de fibroblastos, maior quantidade de fibras colagenas e
maior quantidade de novos vasos em comparagdo ao primeiro més (A; p = 0,040), (B; p = 0,031), (D; p = 0,031).
Os demais parametros nas analises independentes ou pareada ndo foram afetados (p > 0,05). Estdo mostradas as
medianas, quartis, valores maximos e minimos.
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Figura 3. Fotomicrografias de fragmentos da pele removida nos bordos das lesfes dos individuos portadores de
lesBes cronicas vasculares no inicio do estudo (A, D, G) do grupo controle (A, B, D, G) ou tratados com a FLA
(C, F, ). Nao houve diferencas histolégicas entre 0s grupos no inicio do tratamento, mas depois de 3 meses 0
grupo FLA aumentou o total de glandulas sudoriparas (1) e reduziu os microabscessos epiteliais (C), aumentou a
concentragdo de fibroblastos (E, F) e neovasos (F). Colorago: Hematoxilina & Eosina.
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5. Discussao

A presenca de epitelizagdo teve aumento no terceiro més quando comparado com 0
primeiro més, principalmente no grupo controle, mas ndo apresentou diferenca significativa
entre 0s grupos.

Quando analisado a quantidade de anexos da pele, o grupo intervencdo demonstrou
um aumento significativo trés meses ap6s o inicio do tratamento.

Os pacientes pertencentes ao grupo tratado com a fibrina leucoplaquetaria autéloga
(FLA) apresentaram diminuicdo de microabcessos epiteliais no terceiro més de tratamento,
enquanto o grupo controle obteve um importante aumento.

Quanto a elevacgdo da lesdo, os dois grupos apresentaram diminui¢do nos dois tempos
observados.

Os fibroblastos sdo as células predominantes na fase proliferativa e na formacdo do
tecido de granulacdo, estas, além de produzirem o colageno, produzem diversas substancias
da matriz extracelular como proteoglicanos, gligosaminoglicanos, acido hialurénico
(GARTNER, 2017). Ao analisar a quantidade de fibroblastos, o grupo tratado com a FLA
apresentou aumento, demonstrando a evolucdo das lesGes no processo cicatricial, enquanto o
grupo controle apresentou diminuicdo neste componente. Os fibroblastos configuram o
componente precursor da matriz da ferida proviséria, onde ird ocorrer a migracdo e
organizacao das células (REINKE; SORG, 2012).

A quantidade de fibras colagenas no grupo controle ndo apresentou alteracdo em trés
meses de tratamento, enquanto no grupo tratado teve um importante aumento, evidenciando
novamente a melhora no processo de cicatrizacdo das lesbes. Ja que, as fibras colagenas
produzidas pelos fibroblastos formam uma matriz, e uma vez densamente compactadas, estas
fibras védo preenchendo o local da lesdo (SORG et al., 2017).

Na andlise da presenga de hemorragia/congestdo, o grupo tratado obteve uma
diminuicdo quase em totalidade, enquanto no grupo com tratamento convencional, nédo
demonstrou alteracéo relevante.

Os neovasos, presentes no processo cicatricial de lesdes (SILVERTHORN, 2010),
apresentaram aumento nos dois grupos, sendo mais importante no grupo tratado com a FLA.
A neoangiogénese € imprescindivel para a evolugdo no processo de cicatrizacdo, levando em
consideracdo que o tecido recém-formado é acometido por caréncia de nutrientes e hipdxia
(KARPPINEN et al., 2019).

Dentre as limitagOes do estudo compreende-se que, a pandemia impediu a coleta de

dados. O que ocasionou a reducdo do numero de participantes. Entretanto, a partir dos
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resultados tem-se um panorama dos beneficios do tratamento das feridas crdnicas com a
utilizacdo da FLA.

6. Concluséo
A partir da analise histologica das lesdes dos dois grupos, é possivel observar a

melhora significativa do grupo tratado com a Fibrina Leucoplaquetaria Autologa,
demonstrando progresso superior em comparagdo ao grupo tratado com a terapia
convencional em apenas trés meses de tratamento.

Apesar disso, se faz necessario refazer esta analise com maior tempo de tratamento
para identificar mais a fundo o possivel beneficio do tratamento com a FLA e sua correlacdo

com o0 processo de reparacao e cicatrizacdo de lesdes cutaneas cronicas.
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