-

=

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ENFERMAGEM

JAQUELINE JOYCE DE PINHO SILVA

AVALIACAO DA CAPACIDADE FAGOCITARIA DE MONOCITOS DE
INDIVIDUOS COM FERIDAS CRONICAS

BRASILIA - DF
2021



JAQUELINE JOYCE DE PINHO SILVA

AVALIACAO DA CAPACIDADE FAGOCITARIAA\ DE MONOCITOS DE
INDIVIDUOS COM FERIDAS CRONICAS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Departamento de Enfermagem da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia como
requisito parcial para obtencdo do Titulo de
Bacharela em Enfermagem.

Orientadora: Prof?. Dr2. Ana LUcia da Silva
Coorientadora: Prof?. Dr2. Selma Aparecida Souza
Kickelhaus

BRASILIA - DF
2021



JAQUELINE JOYCE DE PINHO SILVA

AVALIACAO DA CAPACIDADE FAGOCITARIAA\ DE MONOCITOS DE
INDIVIDUOS COM FERIDAS CRONICAS

Aprovado em: /

COMISSAO EXAMINADORA

Prof.2 Dr2. Ana Lucia da Silva
Faculdade de Ciéncias da Saude/ Departamento de Enfermagem
Universidade de Brasilia— UnB
Orientadora — Presidente da Banca

Prof.2 Dr2, Ana Beatriz Duarte Vieira
Faculdade de Ciéncias da Saude/ Departamento de Enfermagem
Universidade de Brasilia— UnB
Membro Efetivo da Banca

Prof.2 Dr2 Rejane Antonello Griboski
Faculdade de Ciéncias da Saude/ Departamento de Enfermagem
Universidade de Brasilia— UnB
Membro Efetivo da Banca

Prof.2 Dr2. Keila Cristianne Trindade da Cruz
Faculdade de Ciéncias da Saude/ Departamento de Enfermagem
Universidade de Brasilia— UnB
Membro Suplente da Banca



A Deus, Nossa Senhora e meus pais, que sdo a base e
a razdo do meu viver.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus e Nossa Senhora, por terem me sustentado desde o
primeiro suspiro de minha vida, sem Eles eu ndo teria chegado onde estou.

Agradeco aos meus pais, José Maria e Maria Augusta, por todo suporte durante a minha
vida, por ndo medirem esforcos para que eu alcangasse meus sonhos, por todo amor, carinho e
oragBes que nunca cessam. Serei grata enquanto eu viver, simplesmente por serem meus pais.

A minha familia, meus irm3os e minhas irmas, pela cumplicidade, licbes de vida,
amizade e por nunca desistirem de mim.

Ao meu namorado, Matheus, por todo companheirismo e parceria durante a graduacao,
por me apoiar nos momentos de fraqueza e ndo me deixar desistir.

Aos meus colegas de faculdade que me partilharam esta jornada comigo. Sou muito
grata também ao David, que muito me auxiliou durante a elaboracdo da monografia.

Agradeco também & Universidade de Brasilia e ao Hospital Universitéario de Brasilia por
terem me formado como profissional.

Aos docentes que contribuiram com a minha formacdo, principalmente a minha
orientadora, a professora dra. Ana Lucia da Silva, e & minha coorientadora, professora dra.
Selma Aparecida Souza Kuckelhaus.



RESUMO

SILVA, J.J.P. Avaliacdo da capacidade fagocitaria de mondcitos de individuos portadores
de feridas cronicas. 2021. Trabalho de Concluséo de Curso (Monografia). Orientadora: Prof2.
Dré. Ana Licia da Silva. Departamento de Enfermagem, Faculdade de Ciéncias da Satde,
Universidade de Brasilia, Brasilia (DF), 2021.

Introducéo: Na fase inflamatoria, uma das etapas da cicatrizagéo de feridas, ocorre o processo
de fagocitose, responsavel pelo recrutamento de células inflamatdrias, como os mondcitos,
cuja funcéo é a de fagocitose de microrganismos e materiais estranhos. As opsoninas e 0s
padrdes moleculares de patogenos (PMPs), fazem parte do Sistema Imune Inato necessarias
para a fagocitose. Com isso, podemos destacar a Fibrina Leucoplaquetéaria Aut6loga (FLA),
matriz bioldgica, caracterizada por ser um concentrado de plaquetas, leucdcitos e fatores de
crescimento. Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar a capacidade fagocitaria de
monacitos obtidos de individuos portadores de feridas crénicas no inicio do tratamento com a
FLA. Métodos: Trata-se de um ensaio clinico aberto, randomizado, em paralelo, com a
finalidade de determinar a capacidade fagocitaria de mondcitos dos grupos de individuos
randomizados para os individuos saudaveis e individuos portadores de feridas crénicas, em
tratamento convencional ou em tratamento com a FLA. As amostras foram obtidas por meio
de coleta de sangue no servico de estomaterapia. As células do sangue foram obtidas através
do método da aderéncia em lamina de vidro, posteriormente analisadas por um Unico
observador em microscépio. Resultados: De forma randomizada, participaram do estudo 21
individuos, sendo 7 do grupo controle (sadios), 7 do grupo tratamento convencional de feridas
e 7 do grupo tratamento com a FLA. Nos dois grupos de participantes com feridas cronicas,
houve 93% de prevaléncia de pelo menos uma comorbidade ou outra condi¢do clinica. Os
resultados indicam que os parametros fagocitarios aumentaram quando a fagocitose ocorreu
por meio de opsoninas, pois houve aumento no percentual de mondcitos envolvidos na
fagocitose de forma global. Os parametros fagocitarios se mostraram semelhantes entre grupo
convencional e FLA por PMPs. No caso das opsoninas, o grupo tratado com a FLA
demonstrou diferencas sutis, com mais macrdfagos recrutados e menores valores de leveduras
ingeridas e indice fagocitario em comparagéo ao grupo convencional. Conclusao: Foi possivel
perceber a diferenca entre individuos saudaveis e individuos com feridas e comorbidades
quanto a capacidade fagocitaria dos mondcitos, o que justifica a lenta reparacao tecidual desses
individuos com feridas crénicas, demonstrado também por outros autores.

Descritores: Ulcera varicosa; Ulcera cutanea; inflamacéo; fagocitose.



ABSTRACT

SILVA, J.J.P. Evaluation of the phagocytic capacity of individuals with chronic wounds.
2021. End of Course Work (Monograph). Advisor: Ana Ldcia da Silva, PhD. Department of
Nursing, Faculty of Health Sciences, University of Brasilia, Brasilia (DF), 2021.
Introduction: In the inflammatory phase, one of the stages of wound healing, there is the
phagocytosis process, responsible for the recruitment of inflammatory cells, such as monocytes,
whose function is to phagocytosis of microorganisms and foreign materials. Opsonins and
molecular patterns of pathogens (PMPs) are part of the Innate Immune System necessary for
phagocytosis. Thus, we can highlight the Autologous Leukoplatelet Fibrin (FLA), biological
matrix, characterized by being a concentrate of platelets, leukocytes and growth factors.
Therefore, this study aims to evaluate the phagocytic capacity of monocytes obtained from
individuals with chronic wounds at the beginning of treatment with FLA. Methods: This is an
open clinical trial, randomized, in parallel, with the purpose of determining the phagocytic
capacity of monocytes from groups of randomized individuals for healthy individuals and
individuals with chronic wounds, under conventional treatment or under treatment with FLA.
Samples were obtained through blood collection at the stomatherapy service. Blood cells were
obtained through the glass slide adherence method, later analyzed by a single observer under a
microscope. Results: In a randomized manner, 21 individuals participated in the study, 7 from
the control group (healthy), 7 from the conventional wound treatment group and 7 from the
FLA treatment group. In the two groups of participants with chronic wounds, there was a 93%
prevalence of at least one comorbidity or other medical condition. The results indicate that
phagocytosis parameters increased when phagocytosis occurred through opsonins, as there was
an increase in the percentage of monocytes involved in phagocytosis globally. Phagocytic
parameters were similar between conventional group and FLA by PMPs. As for opsonins, the
group treated with FLA showed subtle differences, with more recruited macrophages and lower
values of ingested yeast and phagocytic index compared to the conventional group.
Conclusion: It was possible to see the difference between healthy individuals and individuals
with wounds and comorbidities regarding the phagocytic capacity of monocytes, which justifies
the slow tissue repair of these individuals with chronic wounds, also demonstrated by other
authors.

Descriptors: varicose ulcer; skin ulcer; inflammation; phagocytosis.
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1 INTRODUCAO

Feridas cronicas sdo caracterizadas como a interrupcdo da continuidade da pele,
variando em sua extensdo e profundidade. Com ampla discussdo sobre as defini¢des, alguns
autores as definem como feridas com dificil e lenta cicatrizacdo, que ultrapassam a duragdo de
6 semanas. As feridas podem ser decorrentes de traumas, doencas cronicas e outras condic¢oes
clinicas subjacentes, como obesidade, neuropatias, doencas vasculares, neoplasias, diabetes
mellitus e hipertensdo arterial, demandando tratamento especializado e continuo, tanto para a
ferida quanto para a comorbidade associada. Acometendo 5% da populacdo adulta no mundo
ocidental e com alto indice de recorréncia, as feridas sdo consideradas um problema de satde
publica que acarretam altos custos para os servicos de saude, além de impactarem
negativamente na qualidade de vida dos individuos com lesbes ao provocar mudancas na
mobilidade, imagem corporal e convivio social (OLIVEIRA et al, 2019, AGALE, 2013).

Destarte, o descontrole na vigilancia das doencas cronicas e as tendéncias
epidemioldgicas e demograficas sustentam a prevaléncia do elevado nimero de pessoas com
feridas. Isso se deve, pois, de acordo com Jara et al (2021, p.67), 0 crescente aumento na
expectativa de vida eleva o risco do desenvolvimento das doencas cronicas, fazendo com que
as feridas se tornem uma preocupacao crescente. Assim, as alteracdes na integridade da pele
constituem uma grande problematica no Brasil e no mundo, uma vez que atingem toda a
populacdo, associado aos custos envolvidos desde o tratamento de qualidade até as
hospitalizacdes por complica¢bes, gerando impactos psicologicos, sociais e econdémicos
significativos (CORTEZ et al, 2016).

Para cada etapa da ferida e de acordo com a sua etiologia, hd uma abordagem
terapéutica. Portanto, é necessaria avaliacdo e busca continua da equipe de saude,
principalmente do enfermeiro, por conhecimentos tedricos e praticos de maneira a atualizar-se
guanto aos altos avancos tecnoldgicos no tratamento das feridas. Um tratamento que é bem-
sucedido, é valoroso para diminuir a morbidade e os custos, além de resgatar a qualidade de
vida dos pacientes (JARA et al, 2021; CORTEZ et al, 2016).

Tendo como base tais pressupostos, é indispensavel conhecer o processo biolégico das
etapas de cicatrizacdo da ferida para que se possam desenvolver tratamentos capazes de
interagir com o tecido lesado, tendo por objetivo acelerar o processo. A cicatrizacao das feridas
é um processo complexo e dinamico, pois engloba a sinalizacdo quimica, a organizacdo das

celulas, e a matriz extracelular, visando a reparacéo tecidual (MENDONCA; COUTINHO-



NETTO, 2009).

De maneira geral, quando a integridade da pele é rompida, inicia-se 0 processo de
cicatrizacdo ap0s uma cascata de reacOes celulares acontecer, cujo objetivo é diminuir o
extravasamento de sangue, reparando a ferida. Sendo assim, o processo de cicatrizacdo envolve
quatro etapas, chamadas: hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelagdo (ANDRADE et
al, 2021).

Com o extravasamento de sangue que leva plasma e plaquetas para a area recém lesada,
h& uma agregacdo plaquetaria e coagulacdo que originam o tampao, rico em fibrina, o qual é
responsavel pela hemostasia e bloqueio contra microrganismos. Assim, na fase inflamatéria, a
cascata de coagulacdo produz fatores quimiotaticos e mediadores que recrutam para o local da
lesdo as células inflamatorias, neutrofilos e mondcitos, cuja funcdo é a de fagocitose de
microrganismos e materiais estranhos e a producéo de fatores de crescimento, essenciais para a
fase proliferativa. Sendo assim, é dentro desta fase que acontece o processo de fagocitose
(MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

A fagocitose por mondcitos € um mecanismo ndo-especifico imprescindivel para o
sistema imune inato, seja de forma imediata, ou até mesmo apds horas de exposicao ao patdgeno
(DUARTE, 2015). Os mondcitos, localizados no bago e no sangue, sdo células com alta
mobilidade no sangue e sdo responsaveis pela fagocitose e atividade microbicida de forma
similar aos neutrofilos (BARTHOLOMEU NETO, 2018).

Ja na fase proliferativa, acontece o fechamento da ferida seguindo os processos de
reepitelizacdo, fibroplasia e angiogénese. Por fim, ocorre a Gltima etapa, a remodelagem, que é
0 desenvolvimento da cicatriz propriamente dita (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

De modo a contextualizar, as opsoninas, por defini¢do, sdo proteinas plasmaticas do
Sistema Imune Inato necessarias para a ativagdo da fagocitose por meio do Sistema
Complemento. Esse processo acontece por meio das leveduras sensibilizadas por soro humano,
processo a ser discutido no decorrer deste presente estudo. Com relacdo aos padrdes
moleculares de patdgenos (PMPs), também objeto do estudo, igualmente fazem parte do
Sistema Imune Inato, porém, ndo tem um anticorpo como intermediario no reconhecimento
(DUARTE, 2015).

As feridas cronicas se diferenciam por ndo seguirem o processo fisiologico da reparagéo
tecidual, justamente devido ao tempo, em qualquer uma das etapas de cicatrizacdo, perpassar 6
semanas (LAUREANO; RODRIGUES, 2011). Ademais, as doengas cronicas, como diabetes e

hipertensdo, além de outras patologias como anemia, esclerose e desnutricdo impactam
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negativamente nessas etapas de reparacdo, tornando dificil e lento todo esse processo
aumentando consideravelmente a morbimortalidade (MENDONCA; COUTINHO-NETTO,
2009). Ademais, de acordo com pesquisas, as feridas crénicas apresentam reducédo dos fatores
de crescimento (VENDRAMIN; FRANCO D.; FRANCO T.R., 2010). Tambem dificulta o
processo de reparacdo e cicatrizagdo o fato de que as feridas cronicas possuem uma elevacéao
na producdo de enzimas proteoliticas e citocinas inflamatorias, devido a facilidade de
contaminagc&o, gerando assim um ciclo vicioso (ROSSANI, PATINO, 2021).

Atualmente, o padréo para tratamento de feridas cronicas é o desbridamento, controle
da infeccdo, limpeza de feridas, equilibrio da umidade no leito e terapia compressiva, este
ultimo para ulceras venosas (JARA et al, 2021).

Compreendendo o mecanismo de reparo tecidual, estudos demonstram que fatores de
crescimento, quando aplicados sobre a lesdo, podem acelerar o processo de cicatrizacdo
(MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009; VENDRAMIN; FRANCO D.; FRANCO T.R.,
2010). Com os avancos tecnolégicos, podemos destacar o soro autdlogo, ou matriz bioldgica,
como tentativa de restaurar a atividade dos fatores de crescimento (ROSSANI, PATINO, 2021).

Essa matriz bioldgica, caracterizada por ser um concentrado de plaquetas, leucocitos e
fatores de crescimento, foi nomeada como Fibrina Leucoplaquetaria Autdloga (FLA) ou Fibrina
Rica em Plaquetas e Leucdécitos (L-PRF, leukocyteplateletrichfibrin). A FLA é um material
autélogo biolégico que deve ser utilizado somente para fins terapéuticos autélogos
(OLIVEIRA, 2020).

A FLA, a qual se apresenta como uma membrana gelatinosa e flexivel, é obtida através
da centrifugacdo do sangue colhido do individuo, sendo rica em fatores de crescimento e
citocinas que favorecem a cicatrizacéo e o sistema imune. No processo de centrifugacao ocorre
a polimerizacdo lenta e natural da rede de fibrina, influenciando no mecanismo de remodelagéo
de tecidos. Por ser um derivado plaquetario de segunda geracdo, a FLA utiliza a cascata natural
de coagulacdo, diferente dos derivados de primeira geracdo, o chamado plasma rico em
plaquetas (PRP), o qual utilizava a adi¢c@o de trombina bovina e cloridrato de calcio, sendo mais
utilizado apenas para a hemostasia em cirurgias e caracterizado por ser mais friavel que a FLA
e com menor incorporacao de citocinas devido ao répido processo de obtencdo (MALZONI,
2020).

Destarte, com nenhuma reacdo adversa até 0 momento, estudos demonstram que 0 uso
de soro autdlogo pode trazer beneficios e acelerar a reparacdo tecidual, sendo de facil
manipulacio e de baixo custo comparado ao tratamento convencional (ROSSANI, PATINO,
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2021).

Por conseguinte, diante de tais pressupostos, a relevancia desse estudo se da, pois, 0s
estudos clinicos associando o tratamento com a FLA, a resposta imune, fagocitose e as feridas
cronicas sao limitados e escassos. Dessa forma, justifica-se a necessidade de ampliar os estudos
na area para expandir conhecimentos aos profissionais de satde, que tem papel fundamental no
seguimento da abordagem terapéutica efetiva e adequada e na diminuicdo dos gastos e recursos
direcionados ao tratamento de feridas. Com isso, 0 acesso ao tratamento as pessoas mais

vulneraveis também se torna mais exequivel devido aos menores custos.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a capacidade fagocitaria de mondcitos obtidos de individuos portadores de

feridas cronicas no inicio do tratamento com a fibrina leucoplaquetéria aut6loga.

2.2. Objetivos especificos

* Descrever o perfil dos individuos com feridas crénicas participantes do estudo;
* Auvaliar a relacdo das comorbidades com o processo de cicatrizacdo das feridas;

* Avaliar a capacidade fagocitaria dos mondcitos obtidos do sangue periférico.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1. Tipo de estudo e critérios éticos

Trata-se de um ensaio clinico aberto, randomizado, em paralelo, com a finalidade de
determinar a capacidade fagocitaria de mondcitos dos grupos de individuos randomizados para
os individuos saudaveis e individuos portadores de feridas cronicas, em tratamento
convencional ou em tratamento com a FLA. As normas éticas que regulamentam os estudos
com seres humanos e coleta de material biolégico foram cumpridas em concordancia com as
leis brasileiras vigentes e em conformidade com as Resolug¢des do Conselho Nacional de Saude
n°510/2016 e n°®411/2011, respeitando-se a confidencialidade dos participantes, sendo a coleta
de dados e de material biol6gico iniciada somente ap6s a aprovacédo pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Saude da Universidade de Brasilia.

Este estudo estd vinculado e incluido no projeto “Aplicagdo topica da fibrina
leucoplaguetaria autologa: perspectivas na reparacdo de lesdes cutaneas cronicas de dificil
cicatrizacdo”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob 0 nimero 3.611.291/2019, e

todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.2. Local de Estudo

O presente estudo foi realizado em janeiro de 2020 e foi desenvolvido no Laboratorio
de Imunologia da Universidade de Brasilia e no Servico Ambulatorial de Enfermagem em
Estomaterapia (SAEE) do Hospital Universitéario de Brasilia. Fundado em 1994, o SAEE € um
ambulatério especializado no cuidado de pessoas com feridas, estomias e incontinéncias,

tornando-se referéncia no tratamento em Brasilia.

3.3. Grupos do estudo

Participaram da pesquisa 21 individuos, separados em 3 grupos, sendo eles: grupo
controle (n=7), grupo tratamento convencional (n=7) e grupo tratamento com a FLA (n=7).
Desta forma, o grupo controle foi composto por individuos saudaveis, ja 0s outros 2 grupos
foram compostos portadores de feridas cronicas atendidos no SAEE, randomizados em dois

grupos de acordo com o seguimento de tratamento: convencional ou com a FLA. Os
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participantes foram identificados com as iniciais de seus nomes, visando o anonimato dos
mesmos.

Para o tratamento convencional, foi levado em conta o protocolo padréo de tratamento
de feridas do SAEE, conforme a disponibilidade de materiais no servico e o indicado para a
ferida. Para o tratamento com a FLA, foi feita a obtencgéo e aplicagdo da mesma de acordo com

0 estabelecido a seguir.

3.4.  Critérios de selecéo

Os critérios para a composicao da amostra do grupo de individuos com feridas cronicas
foram: aceitar participar do estudo apds receber o convite das pesquisadoras; ter idade igual ou
superior a 18 anos; ter feridas crbnicas vasculares de origem idiopatica, hipertensiva ou
diabética por um periodo minimo de 6 meses; ser paciente usuario do servico de Estomaterapia
do HUB.

Para a composi¢do do grupo controle, os critérios foram: aceitar participar do estudo,
ter idade igual ou superior a 18 anos, ndo possuir feridas crénicas e ndo possuir comorbidades.

3.5. Obtencdo das amostras de sangue

A coleta de sangue foi realizada no servi¢o de estomaterapia, em apenas uma etapa,
sendo ela com uma semana de inicio de tratamento com o curativo com a FLA. Em seguida, 0s
tubos tipo Vacutainer coletados para analise fagocitaria foram imediatamente encaminhados ao
Laboratorio de Imunologia da Universidade de Brasilia para o processamento das laminas,
visando ndo haver prejuizo da amostra. Os tubos para a coleta foram do tipo a vacuo de vidro e
sem aditivos e anticoagulantes. Em uma unica insercédo, foram coletados tubos de 10 mL para
obtencdo da FLA, quantidade de tubos a depender do tamanho da extensdo da ferida, e tubos
de 6 mL para analises em lamina, sendo que para o presente estudo de fagocitose foi necessario
apenas para cada participante. Apds a obtengdo da FLA e das laminas para a analise fagocitéria,
0s tubos de coleta com material biolégico ndo foram armazenados, sendo imediatamente
descartados.

Para a coleta sanguinea, foi seguida a técnica asséptica, antes, durante e apds o
procedimento, com higienizagdo das méos, assepsia das tampas dos tubos de coleta e assepsia

da fossa cubital com alcool a 70%. A venopuncéo foi realizada por insercdo do dispositivo com
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0 bisel da agulha voltado para cima, em angulacdo entre 15 e 30°, em Unico movimento. Ao
finalizar a coleta, foi feita a compressao do local de inser¢do por 3 minutos, sem a dobra do

cotovelo.

3.6. Obtencédo da Fibrina Leucoplaquetaria Autéloga (FLA)

Logo ap6s a coleta do sangue venoso dos individuos, os tubos direcionados para
obtencdo da FLA foram centrifugados em centrifuga com angulo de 25° por 10 minutos a 200
X ¢. Posteriormente, a parte gelatinosa, separada do sangue, foi colocada em um suporte
metalico perfurado e estéril para a drenagem do restante do soro para obtencdo das membranas
de fibrina. Em seguida, tais membranas foram dispostas sobre a ferida do préprio individuo, de
maneira a cobri-la em sua totalidade, justificando a variabilidade da quantidade de tubos a serem
coletados por cada paciente, de acordo com a extensdo da ferida. Seguidamente, a ferida foi
protegida com uma cobertura secundaria estéril de poliuretano ou silicone, em conformidade
com a rotina do SAEE. Para a finalizacdo do curativo, foi feita a fixacdo com atadura e

esparadrapo. As trocas dos curativos foram realizadas semanalmente.

3.7. Avaliacdo da funcao fagocitaria

As células do sangue foram obtidas através do método da aderéncia em lamina de vidro,
sendo que, para a analise da fagocitose, foram utilizadas 2 laminas por participante do estudo,
identificadas com as iniciais do individuo. Uma lamina (sensibilizada) foi direcionada para
fagocitose por opsoninas e outra lamina (ndo sensibilizada) para fagocitose por padroes
moleculares. De acordo com o protocolo do laboratério de imunologia, foram seguidos 0s
seguintes passos para a obtencdo das amostras.

Foram delimitadas 8 escavagcdes em cada lamina, em que foram aplicados 40 uL de
sangue, seguidos de incubagdo em camara umida a 37°C por 45 minutos, com o auxilio da
pipeta. Depois de lavadas com solucdo tampdo a 37°C para a remogéo das células ndo aderidas,
adicionou-se 20 uL uma suspensdo de 5 ou 20 leveduras/célula (Saccharomyces cerevisiae),
previamente sensibilizadas com o soro humano do doador — fagocitose por opsoninas — ou com
soro fetal bovino — fagocitose por padrdes moleculares de patdégenos (PMPs) — e entdo,
incubadas a 37 °C em camara Umida por 30 minutos. Depois de lavadas com solugédo tampéo

para remover as leveduras ndo ingeridas, acrescidas com uma gota de Hanks-triz com 30% de
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SFB, secas com ar quente e fixadas com metanol durante 1 min, as células foram coradas com
solucdo de Giemsa a 10% por 10 min, seguido por lavagem com &gua destilada para finalizar o
preparo.

As analises foram feitas por um Unico observador ao microscopio optico (1000x), pela
quantificagdo de 200 mondcitos, para determinar o indice Fagocitério (IF), que é produto da
média de leveduras fagocitadas por fagdcito (MLF) pelo percentual de células envolvidas na
fagocitose (%CEF). Foram quantificados 200 mondcitos em cada um dos processos: 5
leveduras por célula com fagocitose por opsoninas ou por padrdes moleculares e 20 leveduras
por célula com fagocitose por opsoninas ou por padrGes moleculares.

Ao serem analisadas no microscopio, as laminas foram cobertas na parte de
identificacdo que continha as iniciais do participante. Assim, as laminas foram novamente
identificadas, desta vez apenas com numeros, para que o observador ndo distinguisse 0s
participantes e o tipo de tratamento que o mesmo seguia. Ao término da observacdo em
microscopio, foram reveladas as identidades dos participantes para fins de analise estatistica.

3.8. Analise estatistica

A variabilidade e a normalidade das variaveis foram avaliadas pelos testes Bartlett e
Kolmogorov-Smirnov, respectivamente. O teste de ANOVA, foi utilizado para as maltiplas
comparac0es, seguido pelo método de Studeny-Newman-Keuls para os dados paramétricos ou
o Kruskal-Wallis. J& para os dados ndo paramétricos, foi utilizado o método de Dunn. As
analises e a representacao dos resultados foram feitas no programa Prism 5® software package

(GraphPad, USA) e os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.



17

4 RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo dos participantes

Dentre os 7 participantes do grupo controle, caracterizados por ndo possuirem feridas
de qualquer etiologia e nem comorbidades, 4 sdo mulheres (57%) e 3 s&o homens (43%) e
possuem idade entre 55 e 81 anos de idade, com uma média de 68 anos (Tabela 1).

Com relagéo aos pacientes com feridas, total de 14 individuos, a média de idade foi de
62 anos, variando entre 38 e 79 anos, sendo 8 mulheres (57%) e 6 homens (43%). De forma
randomizada, foram selecionados 7 pacientes para 0 grupo de seguimento com o tratamento
convencional de feridas e 7 para o grupo de tratamento com a FLA (Tabela 1).

Quanto a etiologia das feridas, dos 7 individuos do grupo do tratamento convencional,
5 pacientes possuem Ulcera venosa, 1 possui ferida decorrente de pé diabético e 1 devido
desbridamento cirurgico radical com fibrose em area perilesdo. O tempo de leséo antes do inicio
da pesquisa variou entre 1 e 20 anos, com média de 7,5 anos. Ja para os 7 participantes do grupo
de tratamento com a FLA, 3 individuos possuem Ulcera venosa, 2 possuem Ulcera arterial, 1
Ulcera hipertensiva e 1 possui ferida de amputacdo de antepé em decorréncia de diabetes
mellitus do tipo 2. O tempo de lesdo antes do inicio da pesquisa variou entre 1 e 40 anos, com

média de 9 anos.

Tabela 01 - Distribuicdo de acordo com a idade e sexo dos individuos nos trés grupos,
Brasilia, Distrito Federal, 2020 (n=21).

Controle Sexo ldade Tratamento Sexo ldade Tratamento Sexc ldade

(anos) | Convencional (anos) FLA (anos)
JLP M* 63 MFR F 62 AAL M 62
BBO M 57 EBA F 62 EOS F 67
EES M 68 LSR M 69 JBS M 62
EPC F** 81 LFBM F 57 MMS M 61
ARCC F 55 MCA F 79 MFAC F 67
SFS M 71 MCSP F 56 MLNR F 71
AVS F 78 MSC F 38 JBL M 61

Fonte: autoria propria.

*M: Masculino
**E: Feminino
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4.2. Avaliacéo capacidade fagocitaria dos mondcitos

A capacidade fagocitaria dos mondcitos obtidos dos participantes foi avaliada com a
presenca de leveduras Saccharomyces cerevisiae sensibilizadas (opsoninas) ou ndo (PMPs). A
quantidade de leveduras fagocitadas por 200 mondcitos ativados foi quantificada por
microscopia optica com o auxilio de um contador manual de células por um unico observador
(Figura 2). Assim, avaliou-se a porcentagem de células envolvidas na fagocitose (%Cel), a
média de leveduras fagocitadas (MLF) e o indice Fagocitario (IF) (Tabela 2 e Figura 1).

Os resultados indicam que os parametros fagocitarios aumentaram quando a fagocitose
ocorreu por meio de opsoninas, pois houve aumento no percentual de mondcitos envolvidos na
fagocitose de forma global. Os resultados indicam gue menos macréfagos estiveram envolvidos
no processo de fagocitose em individuos sadios, ao passo que mais leveduras foram ingeridas
por este grupo e isso resultou num menor indice fagocitario para o grupo. Os parametros
fagocitarios se mostraram semelhantes entre grupo de tratamento convencional e FLA por
PMPs. Quanto a fagocitose por opsoninas, o grupo tratado com a FLA demonstrou diferencas
sutis, com mais macrofagos recrutados e menores valores de leveduras ingeridas e indice
fagocitario em comparacdo ao grupo de tratamento convencional.

A tabela 2 mostra os resultados da fagocitose mediada pelos receptores para os padroes
moleculares de patdgenos (PMPs) e para 0s receptores para as opsoninas, isso na proporcdo de

5 ou 20 leveduras por célula; esses resultados também sdo representados na figura 1.

Tabela 02 - Capacidade fagocitaria de mondcitos, Brasilia, Distrito Federal, 2020 (n=21).

Receptores | Parametro 5:1 (leveduras/célula) 20:1 (leveduras/célula)
Controle Convencional Fibrina|Controle Convencional Fibrina

% Cel 7,0 88,2 89,9 55 91,2 89,7
PMPs Média 1,7 1,1 1,1 1,6 1,1 1,2
IF 10,0 100,0 100,0 9,0 99,0 98,7
% Cel 31,0 90,5 96,0 37,0 93,1 90,2
Opsoninas | Média 1,9 1,1 1,1 2,3 1,1 11
IF 55,5 100,4 100 100,0 101,2 99,0

Fonte: autoria propria.

Nota: Resultados da capacidade fagocitaria avaliada pelo indice fagocitario que é o produto da % de células
envolvidas na fagocitose pela média de leveduras fagocitadas por mondcito na proporcédo de 5:1 ou 20:1.
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Figura 01. Fagocitose de leveduras mediada por PMPs (coluna da esquerda) ou por opsoninas (coluna da direita).
As células foram obtidas de individuos saudaveis ou portadores de feridas e comorbidades. Dos individuos ndo
sadios, uma parte estava em tratamento convencional e a outra com a FLA. As células foram aderidas e incubadas
com duas concentracOes de leveduras (5:1 ou 20:1). Estéo representadas as medianas, quartis, valores maximos e
minimos. Fonte: autoria propria.
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Figura 2. Fotomicrografia de dois mondcitos. Em a, célula sem fagocitose e em b, tem-se uma célula com uma
levedura fagocitada. Coloragdo Giemsa 10% (1000 x de aumento). Fonte: autoria propria.

No que tange as comorbidades e condi¢fes subjacentes, para o grupo de tratamento
convencional, houve ocorréncia de neuropatia periférica devido a sequela de hanseniase,
diabetes mellitus tipo 2, osteomielite prévia tratada, cancer de préstata, transplante renal,
hipertensao arterial, insuficiéncia vascular periférica, lGpus eritematoso sistémico (LES), sendo
que um participante ndo apresentou comorbidades. Para o grupo de tratamento com a FLA, os
individuos apresentaram comorbidades e outras condi¢des, como, anemia, neuropatia crénica
sequelar devido a hanseniase, doenca arterial periférica, tabagismo, dislipidemia, diabetes
mellitus tipo 2, insuficiéncia venosa em membro inferior esquerdo, psoriase, dislipidemia,
insuficiéncia arterial, obesidade e hipertenséo arterial. Desta forma, os dois grupos associados

possuiram 93% de prevaléncia de pelo menos uma comorbidade ou outra condicéo clinica.
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5 DISCUSSAO

A alta incidéncia de individuos com feridas cronicas que possuem comorbidades na
presente monografia pode ser justificado de acordo com outros estudos, pois as doencas
croénicas, como o diabetes mellitus e a hipertensdo, sdo doencgas que afetam o mecanismo
cicatricial, de maneira a torna-lo lento devido ao prolongamento da fase inflamatdria causado
pela ruptura da cascata normal de cicatrizacdo. A obesidade, por sua vez, provoca uma
inflamacdo crénica mediante a alteracdo da resposta fisiologica que eleva os fatores pro-
inflamatérios (ANDRADE et al, 2021; OLIVEIRA et al, 2020).

O processo de opsonizagdo por meio de anticorpos e proteinas do sistema complemento
demonstrou aumentar o recrutamento de macréfagos ao evento fagocitario e consequente maior
fagocitose de leveduras, nos individuos do grupo controle, na comparagdo com o grupo dos
portadores de lesbes cronicas. Nesse quesito, apesar de Bartholomeu Neto (2018, p. 18) referir
que perante o envelhecimento ha uma elevacdo no nimero de mondcitos, ao passo em que
ocorre a redugéo funcional dos mesmos, podemos observar com os resultados que, apesar do
grupo controle apresentar uma média de idade maior que os grupos com les@es, a funcdo dos
monaocitos se mostrou melhor no grupo controle. Tal observacao direciona ao raciocinio de que
ha preservagdo da competéncia imunitaria entre os individuos higidos, enquanto a resposta
imune dos individuos portadores de feridas cronicas apresenta sinais de enfraquecimento.

O fato de menos macréfagos terem sido recrutados ao evento fagocitario no grupo
controle, com uma maior quantidade de leveduras fagocitadas, aponta para uma maior
competéncia imunitaria, onde um namero menor de células foi capaz de desempenhar o papel
fagocitario com exceléncia. Em relacdo aos grupos de tratamento convencional e com FLA, por
meio da observagdo de um ndmero alto de macréfagos recrutados com menos leveduras
fagocitadas, infere-se que ha déficit na resposta imune, ocasionado pelas doencas crénicas que
os individuos possuem. De modo geral, pode-se elencar, como fatores que interferem na
resposta imune e reparacao tecidual em individuos com doencas cronicas, o estresse oxidativo,
a diminuicdo da resposta aos fatores de crescimento, diminuigdo do Oxido nitrico que atua no
mecanismo de defesa contra infec¢des e alteracbes microvasculares que geram hipdxia tecidual
(ANDRADE et al, 2021).

N&o houve diferencas significativas dos parametros fagocitarios mediados por PMPs
entre os individuos tratados convencionalmente e com a FLA. J& em relacdo a mediacao por

opsoninas, 0s individuos tratados com FLA apresentaram um recrutamento maior de
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macrofagos, enquanto a quantidade de leveduras fagocitadas e indice fagocitario foram
menores. Isso pode indicar que o tratamento com a FLA expressa um maior recrutamento
celular por meio de quimiocinas, provavelmente pela grande concentragdo de mondcitos em tal
matriz autéloga.

Entretanto, devido ao periodo curto de tratamento, ndo é possivel obter conclusdes
concretas. A analise de outros parametros imunoldgicos, bioquimicos e morfoldgicos se faz
necessaria para elucidar o contexto de imunorregulacéo dos individuos e 0 motivo da reducao

do nimero de leveduras fagocitadas e indice fagocitario deste grupo.

6 LIMITACOES E PERSPECTIVAS

As principais limitagdes deste estudo estéo relacionadas ao fato de ndo haver coletas de
um segundo ponto, o qual seria realizado ap6s um periodo significativo de tratamento com a
FLA, visando a comparacao entre os tratamentos. Além disso, ndo foi contemplado se o uso de
medicamentos pelos pacientes para tratamento das comorbidades e se as diferentes etiologias
de feridas impactam nos resultados obtidos no presente estudo.

Dito isto, recomendam-se pesquisas futuras que possam trazer dados comparativos entre
o tratamento convencional e o tratamento com a FLA, objetivando uma abordagem terapéutica
mais eficiente e de menor custo.

Como perspectiva, 0s proximos passos da pesquisa se dardo pela randomizagéo de novos
participantes com feridas cronicas, que poderdo ser acompanhados por 6 meses de tratamento
topico semanal com a FLA, com a realizacdo de coleta de amostras antes e ap0s o tratamento
com a FLA.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel perceber a notoria diferenga entre individuos saudaveis e individuos com
feridas e comorbidades quanto a capacidade fagocitaria dos monadcitos, o que justifica a lenta
reparacao tecidual desses individuos com feridas cronicas, demonstrado também por autores.

Assim, devido a incidéncia de doencas crbnicas em individuos com feridas e tais
doencas desfavorecerem o processo de cicatrizacdo, o sistema imune e a fagocitose, a FLA
surge como uma alternativa de baixo custo que pode favorecer o processo de reparacao tecidual,
ao impactar nos processos celulares envolvidos. No entanto, sdo necessarios mais estudos
clinicos para avaliar a acdo da FLA diante do tratamento convencional no que diz respeito aos
padrGes imunitarios que impactam na cicatrizagdo, para que assim possamos comparar e
compreender melhor a diferenga nesses dois tipos de tratamento. Entretanto, apesar de ser feita
a separacgdo entre 0s grupos de tratamento convencional e tratamento com a FLA, € importante
destacar que ndo podemos afirmar que um tratamento é melhor que outro, ainda tendo em vista
que o SAEE ¢é um servico de referéncia no cuidado de feridas, cujo tratamento convencional ja
possui um caréater de exceléncia.

Por outro lado, ha evidéncias nitidas recomendando que o tratamento da origem da
ferida deve ser priorizado, associando uma avaliacdo diagnostica ampla que engloba questdes
vasculares, metabolicas e fisicas (AGALE, 2013). Justificando, assim, a importancia no
tratamento das comorbidades associadas e ndo somente da ferida em si.

No contexto do tratamento especializado e qualificado, o enfermeiro, em destaque o
estomaterapeuta, possui um papel fundamental na implementacdo do cuidado. A estomaterapia
é uma especialidade exclusiva do enfermeiro e tem como objetivo o cuidado as pessoas com
estomias, fistulas, tubos, drenos, incontinéncias anal e urinaria e feridas agudas e crénicas, que
foi objeto do presente estudo. Assim, destaca-se este profissional como principal orientador de
cuidados no tratamento de feridas, devendo, portanto, manter-se atualizado quanto aos novos
tratamentos e perspectivas que possam auxiliar no processo cicatricial (COSTA et al, 2020).

Por conseguinte, conclui-se que € imprescindivel a continuacdo dos estudos
direcionados a encontrar solugdes que favorecam o processo cicatricial em feridas cronicas,
visto que séo feridas recorrentes, cada vez mais comuns, com um alto custo de tratamento, de
cura dificil e longa duracdo, aspecto observado no presente estudo. Alem disso, as feridas
crbnicas geram impactos negativos e importantes na qualidade de vida, convivio social,

autonomia e salde mental dos individuos.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saude

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

O (a) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto chamado APLICACAO
TOPICA DA FIBRINA LEUCOPLAQUETARIA AUTOLOGA: PERSPECTIVAS NA
REPARACAO DE LESOES CUTANEAS CRONICAS, que busca um novo tratamento para
as feridas da pele que sdo dificeis de curar. O objetivo desta pesquisa é: determinar a curva de
cicatrizacao de lesdes cutaneas cronicas tratadas por 6 (seis) meses com uma cobertura semanal
de fibrina leucoplaquetéria autloga (FLA) e avaliar o efeito da aplicagdo tdpica da FLA no
processo de reparacdo de lesdes cutaneas cronicas.

O (a) senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome nao aparecera, mas sera mantido o mais rigoroso
sigilo e omitidas quaisquer informagdes que permitam identifica-lo (a). A sua participacdo na
pesquisa ocorrera da seguinte:

e Quando o senhor vier fazer os curativos nas suas feridas o pesquisador vai coletar
0 Seu sangue para conseguir uma membrana para cobrir a ferida;

e O pesquisador vai limpar a sua ferida, medir o tamanho dela e fotografar;

e Depois ele vai cobrir a ferida com a membrana retirada do seu sangue e vai proteger
0 curativo;

e Essa forma de tratar a ferida vai ser toda semana durante 6 (Seis) meses, mas se a
ferida sarar o senhor ndo precisara mais coletar o sangue;

e Depois o0 pesquisador vai fazer umas perguntas e anotar as respostas;

e O tempo gasto nesses procedimentos é de aproximadamente 40 minutos/semana;

¢ No inicio, no meio e no fim da pesquisa o pesquisador vai cortar um pedacinho de
3mm na borda da ferida para estudar no microscoépio.

No momento da coleta de sangue podem surgir as seguintes complicagdes: a)
hematomas e dor préximo ao local da coleta, deixando a regido com aspecto arroxeado e/ou
amarelado; b) Inchaco local. Apesar do risco, esses efeitos adversos costumam ser passageiros,
tendem a melhorar de forma rapida, no entanto, ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel
prestar o atendimento médico necessario caso qualquer destes efeitos indesejaveis se
manifestem nos participantes deste estudo.

Quanto a coleta de sangue, € possivel que alguns pacientes apresentem anemia pela
coleta semanal, no entanto, os participantes serdo monitorados periodicamente pelos exames
laboratoriais e acompanhados pelo médico para minimizar os riscos, bem como serdo
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orientados a fazer hidratagdo oral apos a retirada de sangue. Considerando que o volume de
sangue a ser coletado por semana é inferior ao permitido nas doagdes de sangue, acredita-se
que o risco de anemia seja pequeno, até porque 0 volume sanguineo normal é recuperado pelo
corpo em até 24 horas segundo o ministério da Satde do Brasil.

A Fibrina Leucoplaquetaria Autéloga € uma membrana biologica de facil obtencéo a
partir da coleta sanguinea do paciente. Nessas condicOes, a técnica estéril elimina os riscos de
infeccdo cruzada vinda de substancias externas.

Durante a aplicacao da Fibrina Leucoplaquetaria Aut6loga serdo tomadas precaucdes de
limpeza das bordas da ferida, sendo a aplicacdo totalmente estéril, apesar desses cuidados, ndo
é descartado o risco de contaminacdo ambiental. Também, até o presente momento, ndo ha
relatos que o procedimento cause dor, ardéncia ou desconforto aos pacientes, mas é possivel
que eventuais sintomas como esses possam ser observados. Em ambos os casos, ressalta-se que
0s pacientes avaliados semanalmente por dermatologista vinculado ao hospital para orientar a
conduta adequada bem como reconhecer sinais de infeccdo local. Para evitar qualquer efeito no
sistema sanguineo, apesar de ndo descrito na literatura e improvavel, serdo coletados
mensalmente provas de coagulagdo bem como hemograma, exames para funcdo dos rins e
figado.

Informamos que o (a) Senhor (a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer
procedimento) qualquer questdo que Ihe traga constrangimento, podendo desistir de participar
da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). A sua participacdo
é voluntaria, isto €, ndo ha pagamento por sua colaboracao.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Faculdade de Medicina, podendo ser
publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do
pesquisador por um periodo de no minimo cinco anos, apos isso serdo destruidos ou mantidos
na instituicdo.

Se o (a) Senhor (a) tiver qualquer divida em relagdo a pesquisa, por favor entre em
contato com a Profa. Selma Aparecida Souza Kuckelhaus, na Faculdade de Medicina pelo
telefone (61) 31071925 no horéario comercial.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
da Universidade de Brasilia. As duvidas com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do
sujeito da pesquisa podem ser obtidas pelo telefone: (61) 3107-1918. O horéario de
funcionamento do CEP € de segunda a sexta de 8h30 as 12h30 e de 14h as 16h.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel
e a outra com o sujeito da pesquisa.

Brasilia, de de

Nome e assinatura do (a) participante Pesquisador (a) responsavel



