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RESUMO

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa de evolucdo crdnica, sendo o seu
agente etioldgico o Mycobacterium leprae que apresenta afinidade por células do sistema
nervoso periférico e pode provocar deformidades primdrias ao comprometer fibras sensitivas,
motores e autonomos, acarretando diminuicdo ou auséncia da sensibilidade, paralisia e
amiotrofia. Secundariamente a este dano nervoso podem ocorrer calosidades, fissuras e
ulceras plantares. Existem diversos tratamentos eficazes para o tratamento das tlceras
plantares, porém de extrema dificuldade de aquisicdo devido o alto custo. Desta forma, este
trabalho tem como objetivo uma busca por uma nova ferramenta terapéutica acessivel para o
tratamento de tlceras plantares, realizando um estudo pré-clinico in vitro e clinico piloto. A
biomembrana BioMem CpLP € um produto biotecnoldgico composto pela fracdo isolada
obtida do latex de Calotropis procera que tem demonstrado potencial cicatrizante por
estimular a fase inflamatéria da cicatrizacdo estimulando a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias acarretando em uma notdvel melhora das fases subsequentes do processo de
cicatrizagdo. Os estudos in vitro mostraram que CpLP é segura na linhagem de fibroblastos
murinos (L929) em concentragdes abaixo de 3,12 pg/mL e as concentragdes 0,78 e 1,56
pg/mL foram capazes de aumentar a viabilidade celular. CpLP ainda induziu a proliferacdo e
migracdo de fibroblastos nas concentragdes de 0,78 e 1,56 pg/mL. Para o estudo clinico
piloto, foram selecionados 9 pacientes com 12 tlceras plantares decorrentes da hanseniase, os
quais constituiam dois grupos: tratamento convencional (Sulfadiazina de Prata) e tratamento
com BioMem CpLP 10%. Os pacientes tratados com a biomembrana nao apresentaram
hipersensibilidade a biomembrana pelo “patch test” e tiveram resultados benéficos no
tratamento da ulcera plantar nos parametros de redugdo da drea bem como redugdo de necrose
e aumento da reepitelizacdo. Houve aumento significativo da contrac¢do da ulcera tratada com
a biomembrana apés 60 dias comparado ao inicio do tratamento. Com relagdo a avaliacdo
clinica das tlceras plantares, a BioMem CpLP 10% foi capaz de desbridar o tecido
desvitalizado em 85,7 % dos pacientes e apresentou aumento na formacao do tecido cicatricial
em quase 86% das tlceras enquanto que nas ulceras tratadas com Sulfadiazina de prate ~
aumento foi de 60%. Os resultados apresentam subsidio para o desenvolvimento de um estuuu
clinico que avalie uma opg¢do terapéutica eficaz e de baixo custo disponivel para pacientes
com ulceras plantares.

Palavras-chave: Ulcera plantar. Calotropis procera. Biomembrana. Hanseniase.

Cicatrizacao.



ABSTRACT
EFFECT OF A BIOMEMBRANE OF Calotropis procera LATEX PROTEINS (AIT.) R.
BR IN HEALING: PRE-CLINICAL AND PILOT CLINICAL STUDIES

Leprosy is an infectious disease of chronic evolution, its etiologic agent being
Mycobacterium leprae, which shows affinity for cells of the peripheral nervous system and
can cause primary deformities by compromising sensitive, motor and autonomic fibers,
causing a decrease or absence of sensitivity, paralysis and amyotrophy. Secondary to this
nervous damage can be calosities, fissures and plantar ulcers. There are several effective
treatments for the treatment of plantar ulcers, but of extreme difficulty of acquisition due to
the high cost. In this way, this work has as objective a search for a new therapeutical tool
accessible for the treatment of plantar ulcers, conducting a pre-clinical study in vitro and
clinical pilot. The biomembrane BioMem cplp is a biotechnological product consisting of the
obtained isolated fraction of Calotropis latex procera has shown potential healing by
stimulating the inflammatory phase of wound healing by stimulating the release of pro-
inflammatory cytokines resulting in a remarkable improvement in the subsequent stages of the
healing process. In vitro studies showed that CpLP is safe in the murine fibroblast (1.929) line
at concentrations below 3.12 pg / mL and concentrations of 0.78 and 1.56 pg / mL were able
to increase cell viability. CpLP also induced the proliferation and migration of fibroblasts at
concentrations of 0.78 and 1.56 ng / mL. For the pilot clinical study, 9 patients with 12 plantar
ulcers resulting from leprosy were selected, which consisted of two groups: conventional
treatment (Silver Sulfadiazine) and treatment with BioMem CpLP 10%. Patients treated with
the biomembrane did not present hypersensitivity to the biomembrane by the patch test and
had beneficial results in the treatment of plantar ulcer in the parameters of reduction of the
area as well as reduction of necrosis and increase of reepithelialization. There was a
significant increase in the contraction of the ulcer treated with the biomembrane after 60 days
compared to the beginning of the treatment. Regarding the clinical evaluation of plantar
ulcers, BioMem CpLP 10% was able to debride the devitalized tissue in 85.7% of the patients
and presented an increase in cicatricial tissue formation in almost 86% of the ulcers while in
ulcers treated with Sulfadiazine de the increase was 60%. The results presented support for
the development of a clinical study that evaluates an effective and low cost therapeutic option
available for patients with plantar ulcers.

Keywords: Plantar ulcers. Calotropis procera. Biomembrane. Leprosy. Wound healing.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hanseniase

A hanseniase também conhecida como lepra € uma doencga tdo antiga quanto a
histéria da humanidade. Caracteriza-se por ser uma doenca infectocontagiosa de evolugao
cronica, com via de transmissdo predominantemente respiratéria, sendo o seu agente
etiolégico o Mycobacterium leprae. A doenca se manifesta, principalmente, por ulceras
cutaneas com diminui¢do da sensibilidade térmica, dolorosa e tatil (TALHARI et al., 2015 ).

Esta doenca ainda é negligenciada no Brasil e acomete, em sua maioria, grupos
mais vulnerdaveis da populagao, principalmente nas regides Norte, Nordeste e centro-oeste do
pais. O nimero de pessoas acometidas pela doenga tem diminuido com o passar dos anos,
porém, em 2011, foram contabilizados quase 34 mil novos casos, ficando atrds somente da
India com 217 mil na estatistica mundial (DAXBACHER & FERREIRA, 2011; DUTRA et
al., 2015). Em 2012, esse nimero caiu para 200 mil casos novos na estatistica mundial, porém
ainda € um grave problema de saude publica também devido ao diagnoéstico tardio, o
abandono dos pacientes ao tratamento, o nivel de esclarecimento sobre a doenga, o estigma, o
preconceito, entre outros fatores. Além disso, € uma doenca que pode ocasionar a deficiéncia
sensorial e motora, no entanto, em muitos casos Os pacientes passam anos sem sinais e
sintomas e quando recebem o diagnéstico ja apresentam sequelas permanentes (HWO, 2010;
MOURA et al., 2016).

O M. leprae tem afinidade por células cutaneas e por células dos nervos
periféricos, aonde se multiplica provocando déficits sensoriais e motores. O periodo de
multiplicacdo pode variar, em média de 11 a 16 dias, sendo considerada lenta a capacidade do
bacilo em proliferar. O periodo de incubacao varia de poucos meses até 10 anos, em média 5
anos. O bacilo se desenvolve em temperaturas inferiores a 37°C, explicando sua localizacdo
preferencial nas partes mais frias do corpo como nariz, lobos de orelhas, testiculos, troncos
nervosos periféricos e o segmento anterior do olho. Com relacdo a sua caracteristica de
transmissdo, tem alta infectividade e baixa patogenicidade, isto €, infecta muitas pessoas , no
entanto, poucas adoecem. O contdgio acontece através do contato intimo e prolongado com
paciente com baciloscopia positiva. Antes do tratamento, a bactéria € transmitida através das
vias aéreas superiores, mucosa nasal e orofaringea. Sabe-se também que a manifestacao da
doenca depende da susceptibilidade genética (LIU et al., 2015;BRASIL, 2016; BANDEIRA,

2010; BARBIERI e MARQUES, 2009).
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A hanseniase se manifesta em quatro diferentes formas clinicas segundo a
classificacdo de Madri (1953). A indeterminada que é uma forma inicial e pode evoluir
espontaneamente para a cura, geralmente aparece apenas uma Uulcera mais clara que a pele
normal e com dorméncia, sendo mais comum em criancas. A forma tuberculdide é benigna e
localizada, ocorre em pessoas com alta resisténcia ao bacilo e apresenta poucas ulceras de
limites bem definidos e um pouco elevados com alteracdo de sensibilidade. Ocorre
comprometimento simétrico de troncos nervosos, podendo causar fraqueza e atrofia muscular.
Nas ulceras e/ou trajetos de nervos pode haver perda total da sensibilidade térmica, tatil e
dolorosa, auséncia de sudorese e alopécia. A hanseniase virchowiana € a forma clinica na qual
a imunidade celular € comprometida e o bacilo se multiplica muito, levando a um quadro mais
grave, com anestesia dos pés e maos que favorecem os traumatismos e feridas que podem
causar deformidades, atrofia muscular, inchagco das pernas e surgimento de tulceras elevadas
na pele (n6dulos), além de infiltracdo de 16bulos autriculares. Por dltimo, a forma dimorfa que
se manifesta de uma maneira intermedidria com caracteristicas clinicas e laboratoriais que
podem se aproximar da forma clinica tuberculéide ou virchowiana. Em 1992, a OMS propos
uma classificac@o operacional para fins de tratamento baseado no nimero de lesdes que pode
ser menor que 5 lesdes na forma paucibacilar (PB) e maior que 5 multibacilar (MB)
(PARDILO et al., 2007)

As drogas usadas nos esquemas padronizados pela OMS e MS para o tratamento
da hansenise sdo a rifampicina (Unica bactericida dos esquemas padrdao), dapsona e
clofazimina. O tratamento pode durar de seis meses no caso da forma paucipacilar até 12
meses nos casos multibacilares. Depois de completado o tratamento poliquimioterdpico, os
pacientes sdo considerados curados mesmo que possuam sequelas da doenca (BRASIL,

2016).

1.2 Complicacoes secundarias: dlcera plantar

As complicagdes e sequelas, principal preocupacdo do doente, resultam da acdo
bacteriana diretamente nos 6rgdos afetados ou indiretamente das ulceras neurais. O bacilo
cresce nas células de Schwan e termina por desmielinizar os segmentos nervosos que contém
maior populacdo bacilar. Inicialmente, nos troncos nervosos, os bacilos espalhados ao redor

de cada compartimento e camada do nervo, ndo provocam qualquer reagdo tecidual aparente,
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exceto discreto edema. Com o tempo, a proliferacdo de fibroblastos cria uma cicatrizacdo
difusa e, por fim, completa fibrose e perda da funcdo nervosa. Este processo pode levar
muitos anos para se completar, podendo ser visto em quase todos os nervos periféricos, desde
perto da medula espinhal até a periferia (DUERKSEN, 2004).

A afinidade do bacilo por células do sistema nervoso periférico pode provocar
deformidades primdrias ao comprometer fibras dos nervos sensitivos, motores € autdnomos,
acarretando diminui¢ao ou auséncia da sensibilidade protetora, paralisia e amiotrofia. E em
funcdo do dano nervoso primdrio podem ocorrer secundariamente: calosidade, fissura,
ulceracdo e o mal perfurante plantar (dlcera plantar) (BRASIL, 2001b; VIJAYAN e
WILDER-SMITH, 2013).

O comprometimento do nervo tibial posterior € uma importante causa de ulceras
no pé. As alteragdes desse nervo manifestam-se por diferentes graus de deformidades como
alteracoes na flex@o dos podasticos e na articulacdo metatarso-falagica, perdendo a funcdo
sua protetora, além disso a amiotrofia muscular também diminui a protecao da estrutura dssea
e altera a manutencdo da arquitetura do pé. O comprometimento deste nervo também
anestesia e anidrose plantar.

A deformidade secundaria mais importante € a ulcera plantar (denominada “mal
perfutante plantar”), resultante de trauma repetido pepla marcha em regido plantar anestésica.
A tlcera surge em consequéncia de caminhadas prolongadas, sapatos mal ajustados, pregos
ou pequenas pedras nos sapatos, etc. Os primeiros sinais que precedem o mal perfurante
plantar sao dor localizada a pressao profunda, hematoma e sinais de processo inflamatério. A
localizagdo preferencial da ulcera plantar € a parte anterior do pé e inicia-se com frequéncia,
em dreas de calosidades.

As falhas na mecanica do pé, frequentemente geram pressao e fric¢do persistentes
que causam hiperqueratose, por exemplo, as calosidades (Figura 1), que é manifestada pelo
espessamento da camada de queratina. Calos espessos e localizados agem como uma pedra no
sapato, predispondo a formacgdo de ulceras plantares, dessa forma causam traumas contusos e
repetitivos durante a marcha, os quais geram os tecidos necréticos e, posteriormente, uma area
equimdtica na superficie do proprio calo, que acaba ulcerando. Na hanseniase este processo €
potencializado, pois a perda de sensibilidade na planta do pé e a auséncia de retroalimentagcao
favorecem a ndo percep¢do e a repeticdo dos traumatismos, levando a ulceragdo plantar

(SMELTZER, et al., 2011; GARBINO, et al., 2001)
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Figura 1 — Formacdo de calosidades em pacientes com sequelas da hanseniase

Fonte: elaborado pelo autor

Na pele normal, o correto funcionamento do sistema glandular cutineo supre a
oleosidade natural da pele, garantindo sua hidratacdo. Assim, uma vez comprometido o
sistema glandular cutineo, hd diminui¢do ou auséncia da transpiracdo e da oleosidade natural,
e perda da umidade do estrato cérneo, necessdria a plasticidade, a flexibilidade e a resisténcia
da pele, tornando-a seca, descamativa (Figura 2), fragil e com tendéncia a fissuras (BRASIL,
2002c). Os pacientes com mal de Hansen MH perdem a capacidade natural de resistir a
pequenos traumas € a tendéncia a ulceragdes aumenta, favorecendo o aparecimento de

deformidades (SANTOS, 2000).

Figura 2 — Fotografia de membro inferior de paciente hansénico com deformidades e pele

descamativa.

Fonte: elaborado pelo autor

z

A regido plantar € abordada como o local comumente acometido por ulceras,
devido a alteragdes biomecanicas e diminuicdo da sensibilidade ocorridas no paciente, o que
reflete na perda da protecdo fisiolégica necessdria para prevencdo de intimeras ulceras
cutineas. Estas ulceras constituem uma importante complicacdo consequente da neuropatia

nos pacientes hansenianos. Portanto, devem sofrer intervengdes terapéuticas e devidamente
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prevenidas, pois constituem porta de entrada para infeccdes que podem evoluir para

complicagdes e até mesmo a amputacdo (GOMES, 2007).

1.3 Pele e Processo cicatricial

A pele € uma interface entre o corpo e o ambiente, responsavel por muitas funcdes
importantes, tais como regulacdo de temperatura, transporte de 4gua, sensacdo, sintese da
vitamina D e prote¢do contra agressdes externas. A pele recobre toda a superficie do corpo e
compoe-se essencialmente por duas camadas a epiderme e derme. (SANTOS, 2011;
DABROWSKA et al., 2017).

A epiderme é a camada mais externa, composta por trés diferentes tipos celulares:
os queratindcitos, os melandcitos e as células de Langerhans. E composta por epitélio
escamoso estratificado, que serve de barreira contra infec¢des, fatores externos mecanicos,
quimicos e de radiagdo (LOPES et al., 2017). As células da epiderme organizam-se em
camadas e, a medida que as mais superficiais sdo eliminadas, as camadas mais profundas sao
restauradas por divisdo celular. A epiderme € constituida por diferentes camadas: germinativa,
espinhosa, granulosa e cornea. A camada germinativa € a mais profunda, constitui-se por
c€lulas basais (queratindcitos cilindricos) e melandcitos e faz limite com a derme, enquanto a
cornea € a mais superficial, constituida por células anucleadas, cheias de queratina, que
proporciona prote¢do contra traumas fisicos e quimicos. As varias camadas de queratindcitos
intimamente unidos uns aos outros fornecem barreira contra a invasdo de microrganismos e
dgua. Com relacdo as por¢des intermedidrias da epiderme, a camada espinhosa é constituida
de células espinhosas com configuracdo poliédrica, achatando-se progressivamente em
direcdo a superficie e, por fim, a camada granulosa caracterizada por células com grande
quantidade de granulos de querato-hialina e citoqueratinas (SANTOS et al., 2000; RIVITT]I,
2014; LOPES et al., 2017).

A derme € composta de componentes intersticiais como as fibras de coldgeno,
fibras eldsticas, fibras reticulares e substancia fundamental, bem como componentes celulares
como fibroblastos, mastdcitos, células plasmaticas, linfocitos, células dendriticas dérmicas e
histiécitos. Também contém vasos sanguineos, canais linfaticos e nervos sensoriais. (LAI-
CHEONG E MCGRATH, 2013).

O fibroblasto € o tipo de célula predominante na derme, secreta coldgenos, fibras

elasticas e substancia fundamental. Cerca de 95% do tecido conectivo da derme € constituido
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por fibras coldgenas, por outro lado as fibras elasticas sdo menos resistentes que as fibras de
coldgeno, mas conferem propriedades como absor¢do de choques e distensdes que se
produzem na pele. Elas representam cerca de 5% do peso seco da derme e consistem em
elastina e microfibrilas eldsticas. Estas fibras sdo banhadas em uma substancia gelatinosa,
composta de proteoglicanos e glicoproteinas (LAI-CHEONG E MCGRATH, 2013; RIVITT]I,
2014).

As lesdes cutianeas podem ocorrer pela interrup¢do da continuidade deste 6rgao,
em maior ou em menor extensdo, causada por qualquer tipo de trauma fisico, quimico,
mecanico ou desencadeada por uma afeccdo clinica, que aciona as frentes de defesa orgénica
para o contra ataque. As feridas podem ser classificadas quanto a causa, a presenca de
infeccdo bacteriana, ao grau de abertura e ao tempo de duracdo. O tempo € um fator
importante na resolucdo de ulceras e na cicatrizagdo. Desse modo, as feridas podem ser
clinicamente categorizadas como agudas e cronicas de acordo com seu periodo de
cicatrizagdo completa (VELNAR, 2009).

As feridas agudas s@o reparadas normalmente seguindo uma evolu¢do ordenada,
com caracteristicas funcionais e anatdomicas restauradas. O tempo de cicatrizacdo geralmente
varia de 5 a 10 dias, ou dentro de 30 dias. Podem ser adquiridas como resultado de perda
traumatica de tecido ou um procedimento cirdrgico e podem envolver apenas os tecidos moles
ou podem ser associado a fraturas 6sseas (VELNAR, 2009).

Em contrapartida, as feridas cronicas sdo aquelas que ndo conseguem avancar no
curso temporal da cicatrizacdo e ndo podem ser reparados de forma ordenada e no tempo
habil. Geralmente, sdo resultado de neuropatias, pressdo, insuficiéncia arterial e venosa,
queimaduras e vasculite. Nestas tlceras, o processo de cura € incompleto e prejudicado por
varios fatores, que prolongam um ou mais estagios da cicatrizacdo, como as fases de
hemostasia, inflamacao, proliferacdo ou remodelacao. Esses fatores incluem infec¢do, hipdxia
do tecido, necrose, exsudato e aumento no estresse celular causando um continuo estado de
inflamacdo na ferida que cria uma cascata de respostas que podem retardar a cicatrizagdo.
(VELNAR, 2009; SAMPAIO E RIVITTI, 2014).

Os varios processos de reparo do tecido, desencadeados apds uma lesdo tecidual,
sdo desmembrados em uma sequéncia de quatro fases dependentes do tempo separadas
didaticamente como: hemostasia, resposta imediata apds a Ulcera; inflamacdo, essencial para a
defesa organica e inicio do reparo tecidual; a proliferacdo, que se inicia em poucos dias e

engloba o principal processo de recomposicdo; e o remodelamento, em que ocorre a formacao
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da cicatriz, podendo durar um ano ou mais (Figura 3) (SINGER E CLARK, 1999; VELNAR
et al., 2009; DARBY et al., 2014; THEOCHARIDIS et al., 2016).

Figura 3 — Ilustragdo representativa das fases da cicatrizagao

(a) Hemostasia

Coagulacdo

(b) Fase Inflamatéria
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Crosta
Fibroblastos — T
, —— .',' -
Macréfazos ) =) L (¢) Fase Proliferativa
Vasosanguineo | —
P A
Proliferagéo de ' < ;
fibroblastos O SN
Gordura subcutanea o e (d) Remodelamento
P _
Epiderme ——— —_

Derme cicatrizada S

A figura representa de maneira diddtica as fases da cicatrizacdo: (a) Hemostasia, indicando a
coagulagdo sanguinea e conten¢do do sangramento; (b) Fase Inflamatdria, mostrando a infiltragao de
macréfagos e formagdo da crosta; (c) Fase proliferativa, observa-se intensa proliferacdo de
fibroblastos e contracdo da tlcera; (e) Fase de remodelamento, mostrando o desenvolvimento do novo
epitélio (GOSAIN e DIPIETRO, 2004).

Fase de coagulacido e hemostasia

Imediatamente apds o ferimento, a coagulagdo € iniciada para prevenir a perda
excessiva de sangue, além de prover o ambiente propicio para a infiltracio de células
necessdrias para a protecdo e reparacdo tecidual. As células endoteliais e plaquetas regulam a
coagulacdo e fibrindlise promovendo assim a hemostasia e a deposicao de fibrina no local da
ferida. O rompimento microvascular causado pela injuria leva a ativacdo do reflexo neuronal,
responsavel pela contragdo das células musculares lisas do vaso. A vasoconstricao reflexa
pode temporariamente reduzir o volume de sangramento levando também a reducao da perda
sanguinea (VELNAR et al., 2009; DARBY et al., 2014).

Juntamente com eventos hemostaticos, a cascata de coagulacdo é ativada através
de vias extrinsecas e intrinsecas, levando a agregacao de plaquetas e formacdo de codgulos

para limitar a perda de sangue. A medida que o sangue extravasa no local da ulcera, os
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componentes sanguineos e as plaquetas entram em contato com o coldgeno e outros
componentes da matriz extracelular. Este contato desencadeia a liberacdo de fatores de
coagulacdo das plaquetas e a formagdo de um codgulo de sangue, composto por fibronectina,
fibrina, vitronectina e trombospondina. O codgulo de sangue e as plaquetas ndo sdo apenas
importantes para a hemostasia, como também fornece uma matriz provisoria para migracao de
células nas fases subsequentes como a fase inflamatéria (CANHAMERO, 2009; BAUM et
al., 2005).

O citoplasma das plaquetas contém granulos alfa que liberam fatores de
crescimento e citocinas, como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
transformacdo do crescimento  (TGF-f), fator de crescimento epidérmico (EGFR) e fator de
crescimento insulina-like (IGF). Essas moléculas atuam como promotores de sinaliza¢do na
cascata de cicatrizagdo, ativando e atraindo neutréfilos, além de macréfagos, células
endoteliais e fibroblastos. O TGF-B acrescenta outro sinal importante para o inicio da cascata
de cicatrizagdo, atraindo macréfagos e estimulando-os a secretar citocinas adicionais,
incluindo FGF (fator de crescimento de fibroblastos), PDGF, TNF-a (necrose tumoral alfa) e
IL-1 (interleucina-1). Além disso, o TGF- melhora ainda mais a fibroplasia e a quimiotaxia
das células do musculo liso e modula a expressdo de colageno e colagenase (GROTH, 2007;

CANHAMERO, 2009; BAUM et al., 2005).

Fase Inflamatoria

A fase inflamatéria inicia a seguir, com o objetivo de estabelecer uma barreira
imune contra microrganismos invasores. Pode ser dividida em duas fases separadas para
melhor compreensao: uma fase inflamatdria precoce e uma fase inflamatéria tardia.

Comecando durante o final da coagulagdo, o inicio da resposta inflamatéria tem
muitos objetivos, dentre eles, ativar a cascata do complemento e iniciar eventos moleculares,
levando a infiltracdo de neutréfilos no local da ferida, cuja principal funcdo é prevenir a
infec¢do. Os neutr6filos comecam com uma tarefa critica de fagocitose, a fim de destruir e
remover bactérias, particulas estranhas e tecido danificado. A fagocitose € crucial para o
subsequente processo, porque feridas que tém infeccdo bacteriana ndo vao cicatrizar
normalmente. Os neutréfilos comegam a ser atraidos para o local da ferida dentro de 24 a 36

horas apds o ferimento por varios agentes quimioatraentes, incluindo TGF-3, componentes do
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complemento tais como C3a e CS5a e peptideos produzidos por bactérias e produtos de
plaquetas (VELNAR et al., 2009).

Devido a expressdo das moléculas de adesdo de superficie, os neutréfilos se
tornam aderentes e comecam a aderir as células endoteliais dos capilares. Entdo, os
neutréfilos rolam ao longo da superficie do endotélio sendo empurrados para frente pelo fluxo
sanguineo. Essa aderéncia e mecanismo de rolamento sdo mediados por interacdes fracas
selectinas e interacdes fortes por integrinas. As células param, rolam, migram para as vénulas
e passam pelas células endoteliais por um processo conhecido como diapedese. Uma vez no
ambiente da ferida, os neutréfilos fagocitam material estranho e bactérias, destruindo-os pela
liberagdo de enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio. A atividade de neutrofilos
muda gradualmente dentro de alguns dias do ferimento, uma vez que toda a infec¢do foi
combatida. Ao completar a tarefa, os neutréfilos devem ser eliminados da ferida antes da
progressdo para a proxima fase da cicatrizagdo. Células redundantes sdo descartadas por
extrusdo para a superficie da ferida por apoptose, permitindo a elimina¢do de toda a
populacdo de neutréfilos sem dano tecidual ou potencializagdo da resposta inflamatéria. Os
restos celulares sdo entdo fagocitados por macréfagos (VELNAR et al., 2009).

A fase inflamatéria tardia ocorre entre 48 a 72 horas apds a tulcera. Nesse
momento os macréfagos aparecem no local do ferimento e continuam o processo de
fagocitose. Estas células sdo originalmente mondcitos do sangue que sofrem alteracdes
fenotipicas na chegada ao local da ferida para se tornarem macréfagos de tecidos. Sdo atraidos
por agentes quimioatrativos, incluindo fatores da coagula¢do, componentes do complemento,
citocinas tais como PDGF, TGF-p, leucotrieno B4 e fator plaquetario IV, bem como elastina e
produtos de degradacdo de coldgeno. Os macréfagos t€ém uma vida util mais longa do que os
neutrofilos e s@o fundamentais para os estdgios tardios da resposta inflamatéria, atuando como
células-chave reguladoras e fornecendo um reservatério abundante de potentes fatores de
crescimento de tecidos, particularmente o TGF-f, bem como outros mediadores como TGF-q,
fator de crescimento epidérmico de ligacdo a heparina, fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), colagenase, fatores de ativagao de queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais
(BROUGHTON, 2006).

Claramente, o esgotamento de mondcitos e macrofagos na ferida causa graves
consequéncias na cicatrizagdo devido ao fraco desbridamento da ulcera, atrasando a
proliferacao e maturacdo de fibroblastos, bem como a angiogénese retardada, resultando em

fibrose inadequada.
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As ultimas células envolvidas na fase inflamatdria tardia s@o linfécitos. Sao
atraidos ap6s 72 horas apds a ulcera pela acdo da interleucina-1 (IL-1), componentes do
complemento e produtos da degradacdo da imunoglobulina G (IgG).A IL-1 desempenha um
papel importante na regulacdo da colagenase, que serd necessdria para a remodelacdo de
coldgeno, producdo de componentes de matriz extracelular e sua degradacdo (DARBY et al.,

2014).

Fase proliferativa

A fase proliferativa comeca por volta do terceiro dia apds o ferimento e dura cerca
de 2 semanas. E caracterizada por migracdo de fibroblastos e deposicio de matriz extracelular
sintetizada, atuando como rede provisdria composta de fibrina e fibronectina. Ocorre intensa
producdo de coldgeno, formacdo de novos vasos e, a nivel macroscopico, pode-se ver
abundante formacdo de tecido de granulac@o nesta fase da cicatrizacio (HARDING et al.,
2003).

A proliferagao dos fibroblastos e miofibroblastos no tecido circulante ocorre apds
os primeiros trés dias, em seguida, migram para a ferida, sendo atraidos por fatores como
TGEF-B e PDGF, que sdo liberados por células inflamatérias e plaquetas. Uma vez na ferida, os
fibroblastos proliferam profusamente e produzem a matriz, que € extremamente importante na
formacdo do tecido de granulacdo (colecdo de elementos celulares, incluindo fibroblastos,
células inflamatérias e componentes neovasculares e da matriz, como fibronectina,
fibrinogénio, glicosaminoglicanas, dcido hialurénico e o coldgeno). Todos os seus produtos
sdo depositados no local MANDELBAUM, 2003; OLIVEIRA e DIAS, 2012).

No final da primeira semana, a abundante matriz extracelular se acumula, o que
suporta a migracdo celular e € essencial para o processo de reparacdo. Nesse momento 0s
fibroblastos mudam seu fenétipo para miofibroblastos. Essas células contem fibras de actina
abaixo da membrana plasmética e podem ampliar pseuddpodes, se unindo a fibronectina e ao
coldgeno na matriz extracelular. Esse evento proporciona a contracdo da ferida, que é
importante no processo de reparo, ajudando as bordas da ferida a se aproximarem. Tendo
cumprido esta tarefa, os fibroblastos redundantes sdo eliminados por apoptose (BAUM et al.,
2002).

Ainda nesta fase, acontece a sintese de coldgeno, componente importante em na

cicatrizacdo de feridas. Sintetizado por fibroblastos, confere integridade e for¢a a todos os
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tecidos e desempenha um papel fundamental, especialmente nas fases de proliferacdo e
remodelamento. O coldgeno atua como base para a formacdo da matriz intracelular dentro da
ferida e compde a derme com 80% de coldgeno tipo 1 e 25% de coldgeno tipo 3, enquanto no
tecido de granulacdo expressa 40% de coldgeno de tipo 3.

Outro aspecto importante € o estabelecimento de novos vasos sanguineos, que sao
fundamentais na cicatrizagdo de feridas e ocorrem simultaneamente durante todas as fases do
processo de reparacdo. Além de atrair neutr6filos e macréfagos, numerosos fatores secretados
durante a fase hemostitica promovem a angiogénese. As células endoteliais residentes
respondem a uma série de fatores angiogénicos, incluindo FGF, fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), PDGF, angiogenina, TGF-o e TGF-f. Inicialmente, ndo ha
suprimento vascular no centro do ferimento, de modo que o tecido vidvel, limitado as
margens da ferida, € perfundido por vasos integros. Capilares da borda circundante invadem o
codgulo e, dentro de alguns dias, uma rede microvascular composta por muitos novos
capilares € formada. Por fim, os vasos diminuem e o tecido de granulacdo amadurece

gradualmente para produzir uma cicatriz (OLIVEIRA e DIAS, 2012).

Fase de remodelamento

Como se trata da fase final da cicatrizacdo de feridas, no remodelamento ocorre o
desenvolvimento do novo epitélio e final formagao de tecido cicatricial. Esta fase pode durar
até um ou dois anos, ou as vezes por periodo mais prolongado, podendo inclusive nao ocorrer
devido a complicacdes decorrentes das tlceras cronicas, como na dlcera plantar.

O remodelamento de uma ferida aguda € fortemente controlado por mecanismos
regulatérios com objetivo de manter um equilibrio entre degradacao e sintese, contribuindo
para a cicatrizacdo normal. Juntamente com maturagdo intracelular da matriz, feixes de
coldgeno aumentam de diametro enquanto que d4cido hialurdnico e fibronectina sdo
degradados. A forca de tracdo da ferida aumenta progressivamente com a deposicdo de
coldgeno. As fibras de coldgeno podem recuperar aproximadamente 80% da forca em
comparacdo com tecido normal, mas a forca do tecido original nunca mais podera ser

recuperada (DARBY et al., 2014).

26



1.4 Tratamento da ulcera plantar

O tratamento da ulcera plantar pode levar anos e envolve uma gama de recursos:
medicacdo, férula, ortese, internacdo hospitalar para controlar infec¢des concorrentes e
programas de educacdo em satde (HARRIS et al., 2009).

Inicialmente, um dos primeiros e mais importantes cuidados ao fazer qualquer
curativo € a desinfec¢do do sitio da ferida. Com o uso de fluidos, como o soro fisiolégico,
retira-se fragmentos, exsudato, corpos estranhos e bactérias e confere-se umidade a tlcera. As
feridas com tecido necrético abundante necessitam, particularmente do desbridamento para
expor o tecido vidvel (YAMADA, 2003).

O desbridamento é definido como a remo¢do de material estranho e tecido
desvitalizado ou contaminado de uma tlcera traumadtica ou infectada até ao redor do tecido
sauddvel que serd exposto pelo procedimento. E classificado como autolitico o processo
natural que consiste na auto degradacdo do tecido necrético. Ainda existem substancias
capazes de promover um desbridamento quimico ou enzimdtico, como as enzimas
proteoliticas, por exemplo, colagenase, estreptoquinase e papaina (HARRIS, 2009;
STROHAL et al, 2013; BORGES et al., 2001).

Portanto, este processo é um passo muito importante para a cicatrizagdo de feridas
como as neuropdticas que formam hiperqueratose nas bordas, dificultando a epitelizagdo,
como acontece frequentemente na ulcera plantar, reduzindo a capacidade de migracao das
células epiteliais, pois age como barreira a migracao celular. Além disso, o procedimento
reduz o volume de micrébios patogénicos por remocao de tecido necrético e material estranho
(o tecido desvitalizado induz crescimento bacteriano com aumento risco de infec¢do da
ferida), e interrompe o ciclo da ferida cronica a nivel molecular aumentando os niveis de
proteases e citocinas semelhante a progressao da tlcera aguda (SANTOS et al., 2013).

Além da limpeza, outro principio importante da terapia topica de feridas € a
oclusdo da tdlcera com os curativos. Os curativos para as feridas cronicas atualmente sdo bem
diversificados, variando dos tipos cldssicos até variedades revestidas de prata e curativos
bioldgicos que servem como substitutos da pele. Os tipos de curativos com retengdo de
umidade incluem espumas, filmes, hidrogéis, hidrocoldides e alginatos. O uso apropriado
desses curativos pode ajudar a manter a ferida umida, o que permite migracdo, epitelizacdo,
angiogénese, retenc¢ao de fatores de crescimento, desbridamento autolitico e manutengao de

gradientes elétricos (POWERS et al, 2013).
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Virias s@o as condutas no tratamento das ulceras cronicas, que variam do curativo
simples a base de dleos, pomadas antibidticas, géis a curativos mais complexos que variam de
15 a 200 reais o custo por curativo conforme os exemplos mostrados a seguir com suas

respectivas indicacoes.

Sulfadiazina de prata

E um agente antimicrobiano tépico na terapia de queimaduras, feridas cirdrgicas,
ulceras e escaras infectadas. A prata € bactericida imediata e bacteriostatica residual, provoca
precipitacdo proteica e age diretamente na membrana citoplasmatica bacteriana. O nitrato de
cério potencializa o efeito bactericida. Tem baixo custo e ficil aplicagdo. Sdo comercializados

como Dermazine®, Pratazine® e Dermacerium® (FRADE et al., 2003).

Creme de Papaina

Sua composicdo € um complexo de enzimas proteoliticas retiradas do latex do
mamao papaia (Carica papaia). Seu uso provoca dissociagdo das moléculas de proteina,
resultando em desbridamento quimico, além disso, € bactericida e bacteriostatico, estimula a
forca ténsil das cicatrizes e acelera o processo de cicatrizacio. E indicado para tratamento de
feridas abertas e contraindicado para uso na pele integra, ferida operatdria fechada e na

presenca do tecido de granulacdo (SANTOS et al, 2011).

Hidrogéis

Sdo compostos de dgua (77,7%), propilenoglicol(20%) e carboximetilcelulose
(2,3%). Esses medicamentos tem a propriedade de manter o meio Umido, promove o
desbridamento autolitico e estimula a cicatrizacdo. Sua principal indicagdo é para remover
crostas e tecidos desvitalizados de feridas abertas. Por outro lado, sdo contraindicados em pele
integra, feridas de pds operatério fechadas e udlcera com muito exsudato (SANTOS et al,
2011). Sdo comercializados como Duoderm Gel®, Hydrosorb®, Hydrosorb Plus® e Nu—Gel®,

Akina® Gel.

Carvao ativado
Este curativo é composto por tecido carbonizado e impregnado com nitrato de
prata a 0,15%, envolto por camada de tecido sem carvao ativado. O carvao ativado absorve o

exsudato e filtra o odor e a prata exerce acdo bactericida. E indicado para o tratamento de
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feridas fétidas, infectadas e exsudativas. Nao deve ser utilizado em feridas limpas e tlceras de
queimaduras. E comercializado como Carboflex® e Actisorb® (FRANCO E GONCALVES,
2007).

Pomada Enzimatica

As pomadas enzimadticas sdo compostas pela colagenase e enzimas proteoliticas.
Sdo utilizadas em feridas com tecido desvitalizado e contraindicadas em feridas com
cicatrizag@o por primeira inten¢do. Também pode ser produzidas a base de fibrinolisina que €
capaz de dissolver o exsudato e o tecido necrdtico. Seu mecanismo de acido consiste em
degradar o coldgeno nativo da ferida. Sao comercializadas como Iruxol®, Kollagenase®,

Santyl® e Fibrase® (FRANCO E GONCALVES, 2007).

Hidrocoldides

E composto por uma camada externa de filme e espuma de poliuretano, unida a
uma camada interna de carboximetilcelulose sédica e gelatina e pectina. Promove uma
expansdo da celulose ao absorver liquido da ferida, faz um desbridamento autolitico, facilita
angiogénese e tecido degranulacdo protegendo terminacdes nervosas livres. Sdo indicados
para o tratamento de feridas limpas com média e pequena quantidade de exsudato, prevengdo
de ulceras de pressdo, e queimaduras de 2° grau. Sdo contraindicados em feridas infectadas
(FRADE, 2003; MANDELBAUM, 2003). Sdo comercializados como Askina®Hydr0,

Comfeel®, Combiderm®, Duoderm®, Hydrocoll®.

Alginatos

Os alginatos s@o polimeros fibrosos derivados do acido alginico, que t€ém agdo
hemostatica; considerados bioativos, sdo altamente absorventes, promovem a autdlise,
possibilitando a remocd@o bacteriana. S3o indicados para feridas altamente exsudativas e,
contraindicados para feridas secas. E um curativo derivado de algas marinhas e ao serem
colocados sobre a ferida, sua alta capacidade de absorcdo forma um gel hidrofilico e
homogéneo, que mantém o meio umido que, por sua vez, estimula a cicatriza¢do e permite a
troca idnica entre o célcio do alginato e o s6dio do sangue e do exsudato, originando um
composto solivel, o alginato de cdlcio-s6dio. Tal troca idOnica auxilia no desbridamento

autolitico e na hemostasia, possibilitando ainda a remog¢ao bacteriana (DOMANSKY, 2003).

Sao comercializados como Algoderm®, Akina®Sorb, Kaltostat®, Saf—gel®.
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Inovacdes tecnolégicas

Aquacel® Ag é um curativo de hidrofibra antimicrobiano, estéril, macio,
composto por carboximetilcelulose sédica e prata. E um curativo super absorvente, capaz de
capturar os microorganismos presentes no leito da ferida, ao ser colocado na ulcera, forma gel
macio e coeso que se adapta ao leito da ferida, mantendo um ambiente imido que auxilia o
desbridamento autolitico. Além disso, ao entrar em contato com o exsudato da ferida, absorve
o excesso de exsudato e os fons de prata sdo liberados e inativam as bactérias (CARUSO et
al., 2004).

Dermadry® Ag é um curativo estéril esponjoso composto de 98% colageno Tipo
1, além de 1,2% de prata i0nica. Auxilia no processo de cicatriza¢ao da ferida, promovendo
um ambiente (quimiotdtico) de atragao pelos macréfagos onde o seu acimulo € o responsavel
pela formacio do tecido de granulacdo. E indicado para feridas que podem estar infectadas
ou colonizadas, em qualquer fase do processo de cicatrizacdo (KENNEDY et al., 2003).

Allevyn™ ¢ indicado para o tratamento de feridas superficiais, com perda parcial
ou total de tecido, dlceras de perna, ulceras por pressdo, feridas malignas, feridas cirdrgicas,
queimaduras de primeiro e segundo grau, areas doadoras e feridas fungicas. O curativo
permite a formacdo e manutencdo do meio umido na superficie da ferida, reduz o risco da
formacdo de escara e promove melhor cicatrizagdo. Sua estrutura possui trés camadas que
promovem o controle da umidade: uma camada externa impermedvel a dgua e bactérias, uma
camada central absorve e retém o fluido e uma camada ndo-aderente de contato com a ferida
absorve o excesso de fluido.

Mediante os diversos tratamentos preconizados para o tratamento de ulceras
cronicas, o controle e a prevencdo de ulceragdes plantares necessitam de um conhecimento
especifico das caracteristicas da ulcera para melhor escolha do tratamento. Uma abordagem
multidisciplinar é necessdria para determinacdo e eliminacdo dos fatores de risco,
desbridamentos, identificacdo e alivio de dreas de pressdo, controle de exsudagdo, educagdo
do paciente para inspec¢do e cuidados com os pés e uso de calcado apropriado. Porém uma vez
instalada a ulcera plantar hansénica, faz-se absolutamente necessario favorecer as condig¢des
locais por meio de adequadas terapias tOpicas, curativos em especial, para dar suporte e
viabilidade ao processo fisiolégico de cicatrizacdo (YAMADA, 2003).

Foram citadas opg¢des terapéuticas de exceléncia capazes de gerar bons resultados
na cicatrizacao de diversos tipos de ulcera, inclusive na dlcera perfurante plantar. No entanto,

sdo curativos cujo fator limitante € o alto custo, estando distante da realidade socioecondmica

30



da grande maioria da populacdo com ulceras cronicas. Entdo, com o objetivo de viabilizar um
produto eficaz e de baixo custo que possa estar disponivel no Sistema Unico de Satdde, foi
planejada a aplicacdo da membrana de Calotropis procera que tem grande potencial na

inducdo da cicatrizagdo de ulceras de dificil resolugao.

1.5 Potencial farmacologico do latex de Calotropis procera

Calotropis procera (C. procera) (Ait.) R. Br, uma planta da familia Apocynaceae,
¢ original da Africa, India e Pérsia, atualmente encontra-se disseminada em regides tropicais,
por exemplo na América do Sul e tem distribuicdo fitogeografica na Amazonia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica. Esta planta medicinal destaca-se entre as espécies adaptadas ao
semidrido no nordeste do Brasil. E conhecida popularmente como Ciime, Horténcia, Flor-de-
seda. Tem caracteristicas perene, arbustiva e pode atingir de 3 a 4 metros de altura. Apresenta
intensa producdo de latex branco, que flui em abundancia quando o tecido é quebrado (JOLY,
1979).

Este fluido branco denominado latex é amplamente utilizado na medicina popular,
principalmente da India, por apresentar diversas propriedades curativas (KIRTIKAR &
BASU, 1935). No latex de Calotropis procera, varias moléculas ja foram identificadas. Em
andlises quimicas dos extratos brutos do latex, diversos compostos tém sido identificados, tais
como cardenolideos ativos, enzimas proteoliticas, alcaldides e carboidratos (SEIBER et al.,
1982), além de esterdides, terpenos e carbonatos organicos (GALLEGOS-OLEA et al.,
2002). Além disso, proteinases do tipo cisteinica, quitinases e enzimas relacionadas ao
estresse oxidativo vegetal foram detectadas (FREITAS et al., 2007). Recentemente, duas
proteases cisteinicas (SINGH er al, 2010) e uma osmotina com atividade antifingica
(FREITAS et al., 2011) foram identificadas neste exsudado e Ramos et al, em 2010 detectou
a presenca de proteina com atividade inibidora da papaina.

Do liatex de C. procera foi isolada uma fracdo composta por proteinas
denominada CpLP: CP corresponde as iniciais do nome da planta e LP denomina a fracdo
proteica do latex. Foi ainda separada em trés sub-fragdes: PI, PIl e PIIl. A fracdao PI
apresentou propriedades imunomoduladoras que sdo benéficas para a prevencao de infeccdes
bacterianas sistémicas causadas pela bactéria intracelular Listeria monocytogenes. Apos 24h
do tratamento com CpLPp; em ratos infectados, foi observado aumento de leucécitos nos

focos infecciosos e o nimero de bactérias vidveis foi significativamente reduzido no fluido
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peritoneal, figado e corrente sanguinea (NASCIMENTO et al., 2016).

Muitos estudos demonstraram atividades bioldgicas de C. procera. H4 relatos de
respostas inflamatdrias, analgésicos, larvicidas, antimicrobianos, nematicidas, atividades
anticancerigenas e antipiréticas fracas. Em outros estudos mostra efeito benéfico no
tratamento de Alzheimer e reduziu a glicemia em ratos diabéticos e teve atividade
contraceptiva em ratos (SILVA et al., 2010; LIMA et al., 2012).

Outras atividades farmacoldgicas foram observadas com o latex integro extraido
com solvente organico, como atividade antibacteriana (LARHSINI et al., 1997) e atividade
antifingica contra Candida albicans (SEHGAL et al., 2005). Também foi demonstrado que a
fracdo proteica do latex (LP) € um alvo para a apoptose provocada pela topoisomerase I do
DNA em linhas celulares de cancer (OLIVEIRA et al, 2007). O extrato aquoso do latex, por
via oral, também foi capaz de reduzir a diarreia em ratos induzida pela ingestdao de 6leo de
mamona (KUMAR et al., 2001), inibiu a inflama¢do em edema de pata induzida por
Carragenina (KUMAR et al., 2015) e reduziu as contor¢des abdominais induzida por dcido
acético (DEWAN et al., 2000).

Entretanto, dependendo da via de administracdo, o extrato aquoso deste latex
induz processos pro-inflamatérios em animais (SINGH et al.,2000; SHIVKAR; KUMAR,
2003). Em um modelo de infeccdo de murino por Salmonella, as proteinas do latex tiveram
acdo protetora de modo que aumentou a fagocitose e equilibrou a liberacdo de 6xido nitrico na
corrente sanguinea, evitando o choque séptico (OLIVEIRA et al., 2012).

Outro trabalho mostrou que as proteases cisteinicas presentes no latex desta planta
exibem atividades semelhantes a trombina e a plasmina e sugerem que essas proteinas
possuem potencial terapéutico em vdrias condi¢des associadas a anormalidades da coagulagdo
(RAMOS et al., 2012).

A fracdo CpLPp; demonstrou reducdo do inchaco e melhores funcdes das
articulacdes de ratos com artrite induzida por adjuvante de Freud. Houve reducdo dos niveis
de GSH e TBARS, marcadores do estresse oxidativo. O efeito protetor da CpLPp; foi
compardvel ao farmaco anti-inflamatério padrao, o diclofenaco, como também mostrou acao
farmacoldgica benéfica via intraperitoneal no tratamento dos efeitos colaterais causados pelo
quimioterapico Irinotecano (Mucosite intestinal), mostrando melhora nos parametros clinicos
e inflamatérios (ALENCAR et al., 2017, CHAUDHARY et al., 2016).

Com relacdo a toxicidade e potencial alergénico, a fracdo protéica do latex (LP),

exibiu efeitos adversos bastante discretos quando administrados oralmente em concentragdes
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mais elevadas e esta via de administracdo ndo estimulou rea¢des imunoldgicas adversas
(BEZERRA et al., 2017).

Além das acdes farmacoldgicas citadas, observou-se que a aplicacdo tépica didria
do latex integro extraido com dgua reduziu a drea de feridas induzidas no dorso de animais,
sugerindo que o latex apresenta agdo cicatrizante (RASIK et al., 1999).

Em trabalho anterior a este, foi desenvolvida uma biomembrana a base de alcool
polivinilico como um sistema de distribuicdo da fracdo LP (0,2 e 1% v/v de LP) para
tratamento em ulceras de camundongos denominada BioMem CpLP. A membrana de PVA
contendo LP (0,2% e 1%) acelerou significativamente a cicatrizacdo de feridas através de
formacdo do tecido novo mais rdpido. Este processo foi acompanhado de fibroplasia
intensificada e deposicao de coldgeno revelado por andlises histoldgicas. O tratamento com a
biomembrana induziu a migracao de leucdcitos (neutréfilos) mais intensa e degranulacdo de
mastdcitos durante a fase inflamatéria do processo cicatricial (FIGUEREDO et al., 2014). Do
mesmo modo, induziu um aumento nos marcadores-chave e mediadores da resposta
inflamatéria (atividade mieloperoxidase, 6xido nitrico, TNF e IL-1B). Esses resultados
demonstraram que a membrana acelera significativamente a fase inicial do processo
inflamatério mediante a modulacdo da resposta inflamatoéria ao estimular a liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios. Este efeito notdvel melhora as fases subsequentes do processo
de cicatrizagcdo (RAMOS et al., 2016).

Com base nestes resultados, a membrana com proteinas do latex de Calotropis
procera indica grande potencial terapéutico para cura de feridas, podendo promover, de modo
muito satisfatorio, a melhora de feridas cronicas, como na hanseniase. As ulceras de pacientes
hansenianos, de modo geral, ndo conseguem avancar nos estdgios normais da cicatriza¢ao
devido ao comprometimento nervoso dos membros, portanto o potencial terapéutico de
acelerar a fase inicial da cicatrizagdo provido pela BioMem CpLP poderia auxiliar a cura

dessas ulceras.
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, as feridas constituem um sério problema de satide publica, devido ao
grande nimero de doentes com alteragdes na integridade da pele, o que onera o servico
publico. Dentre estas estdo as neurotroficas, geralmente de longa evolucdo, de resposta
terapéutica dificil e sdo comuns em hanseniase, no alcoolismo e no diabetes Mellitus
(BRASIL, 2016).

Ha mais de 20 anos existe cura para hanseniase, porém as sequelas irreversiveis
deixadas pela doenc¢a ainda incapacitam e prejudicam a qualidade de vida dos pacientes
curados. Devido a lesdo do nervo tibial posterior causada pela bactéria, ocorre perda de
sensibilidade da regido plantar, com graves consequéncias secunddrias, como as ulceras
plantares. Essas ulceras sao de dificil cicatrizagdo, podendo permanecer abertas por anos
mesmo com o tratamento preconizado pelo SUS.

Existem no mercado diversos curativos modernos e eficazes para o tratamento de
ulceras plantares, porém o custo € alto, sendo invidvel a aquisicdo desses medicamentos pela
populacdo de baixa renda que, geralmente, sobrevive com auxilio do governo por serem
impossibilitados de trabalhar. Além disso, o préprio SUS ndo consegue adquirir esses
medicamentos por conta do or¢amento reduzido.

Nosso grupo de pesquisa tem demonstrado excelentes resultados em estudos pré-
clinicos com a biomembrana de CpLP, mostrando ser indutora na neoformacdo tecidual,
participando ativamente na fase inflamatodria da cicatriza¢do e parece influenciar nas demais
fases, promovendo a fibroplasia e colagénese (FIGUEIREDO et al, 2014; RAMOS et al,
2016). A BioMem CpLP também apresenta baixo custo e facil elaboracgao.

Portanto, a relevancia deste trabalho € justificada pela necessidade um tratamento
acessivel financeiramente e que acelere o processo cicatricial da ulcera plantar

proporcionando melhor conforto aos pacientes, além de reduzir os gastos hospitalares.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo pré-clinico e clinico piloto que avalie a eficicia e
biocompatibilidade de uma biomembrana contendo proteinas isoladas do latex da planta
Calotropis procera no processo de cicatrizacao de ulceras cutaneas cronicas de pacientes com

sequelas da hanseniase.

3.2 Objetivos Especificos

Estudo in vitro

e Realizar o controle microbioldgico da fracdo proteica de Calotropis procera (CpLP);
e Verificar atividade proteolitica na CpLP;
e Avaliar a citotoxidade de CpLP em fibroblastos;

e Investigar o efeito proliferativo e migratério de CpLP em fibroblastos murinos;

Estudo clinico piloto

e Determinar o perfil clinico e socio econdmico dos pacientes com sequelas da
hanseniase e tratados no CDERM;

e Avaliar possivel reacdo de hipersensibilidade das proteinas do litex de C.procera em
pacientes saudaveis e com sequelas da hanseniase;

e Analisar a eficidcia do tratamento com a biomembrana de Calotropis procera em

ulceras plantares de pacientes com sequelas da hanseniase.

e Comparar com o tratamento padrdo com Sulfadiazina de prata.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Isolamento da fraciao

A fracdo de proteinas utilizadas neste trabalho foi extraida do litex da planta
Calotropis procera (Ait) R. Br. (Apocynaceae). Esta espécie vegetal foi identificada pelo
Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceard (UFC), onde o exemplar de
exsicata N. 32.663 foi depositado. A coleta do liatex foi realizada no periodo da manha,
através de incisdes no dpice caulinar de plantas sauddveis em tubos do tipo Falcon com 4gua
destilada (1:2 v/v). Apdés a coleta, os tubos foram levemente agitados e mantidos a
temperatura ambiente até o seu processamento no laboratério (FIGUEIREDO et al, 2014).

O processamento do latex foi realizado no Laboratério de Bioquimica e Biologia
de Proteinas Vegetais da Universidade Federal do Ceard, sob a supervisdo do Prof. Dr. Méarcio
Viana Ramos. Inicialmente, o latex foi submetido a centrifugagdo a 5.000 x g; 10°C por 10
minutos e o precipitado obtido, constituido principalmente de borracha, foi descartado. O
sobrenadante foi, entdo, submetido a didlise contra dgua destilada (1:10 v/v) a 8 °C durante 60
horas, com trocas da dgua a cada 4 horas, utilizando uma membrana de didlise com
capacidade de reten¢cdo de moléculas com massa molecular superior a 8.000 Da. Em seguida,
o material foi novamente centrifugado sob as mesmas condi¢cdes anteriores, € um
sobrenadante limpido, rico em proteinas e destituido de borracha foi obtido (ALENCAR et
al., 2006). Esta fracdo, designada como Proteinas do Latex (CpLP), foi liofilizada e utilizada

na confeccdo das biomembranas testadas nos experimentos deste trabalho.

4.2 Controle de qualidade microbiolégico

A fragdo proteica utilizada foi submetida ao controle microbioldgico para
assegurar a auséncia de microorganismos patogénicos. Para preparo das amostras, foram
homogeneizados 10mL de uma solugdo Img\mL das proteinas em 90mL de Agar caseina-
soja. Ap6s cinco dias, foi analisado o crescimento bacteriano. As amostras também foram
adicionadas em Agar Sabouraud-dextrose a 22,5°C + 2,5°C por 7 dias e posterior avaliagdo do
crescimento fingico (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). As analises foram realizadas

no laboratério de Controle microbiolégico da UFC.
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4.3 Elaboracao da biomembrana

A membrana foi preparada conforme descrito no trabalho de FIGUEIREDO et al,
2014. Inicialmente, foi preparada uma solucdo de Poli dlcool vinilico (PVA) 1% m\v, sob
aquecimento e agitacdo até solubilizacdo completa. Posteriormente, as proteinas foram
adicionadas a solucdo de PVA 1% para concentracao de 10% p/p. Foi adicionado 0,022g de
CpLP em 22 mL da solucao de PVA 1% (o peso de PVA apés evaporagao da dgua € 0,22g)
em cada placa de petri descartdveis e estéreis (90 mm x 15 mm). As placas foram colocadas
em estufa a 40° C com circulagdo de ar até a evaporacgdo total da d4gua. Apds a evaporagdo do
solvente, formou-se uma pelicula denominada BioMem CpLP e colocada em embalagem

cirtrgica para esterilizagao em luz UV por 15 minutos.

4.4 Atividade proteolitica da biomembrana por difusao em gel de agarose

A atividade proteolitica foi mensurada por teste bioquimico utilizando a caseina
em gel de agarose como substrato para amostras da BioMem CpLP. Inicialmente, foi
preparado o gel de agarose 1% m\v em tampdo Tris-HCl 0,05 M de pH 8,0 a60°C até
solubilizacdo completa do soluto. Esta solu¢do foi despejada em placas de petri (90 mm x
15mm) para resfriamento e formacdo do gel. Paralelamente, foi preparada uma solugdo de
caseina 1% m\v no mesmo tampao e colocada em banho-maria a 100 °C por 20 minutos com
posterior filtracdo. A solug@o de caseina foi adicionada ao gel por 15 minutos e depois foi
retirado o excesso de caseina. Foram preparadas trés membranas diferentes: BioMem CpLP,
uma membrana somente com PVA e outra membrana com tripsina, o controle positivo de
acdo proteolitica. Foi retirado uma circunferéncia de 3mm de cada membrana e colocadas
cuidadosamente na superficie do gel de agarose + caseina e mantidas a 37 °C em ambiente
umido. Apdés 24h, a atividade proteolitica foi visualizada pela formacdo de um halo

transparente que representa a degradacdo da caseina (DAMETTO et al., 2000).

4.5 Protocolos in vitro

4.5.1 Cultivo celular

As células utilizadas foram Fibroblastos Murinos linhagem NCTC clone 929 [L
CELL, L-929], de origem de tecido conectivo adiposo, adquiridas no banco de celular do Rio

de Janeiro.
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No cultivo celular, os fibroblastos murinos 1.929 desenvolveram-se em culturas
aderentes cultivadas em garrafas plasticas (poliestireno) estéreis por radiacdo gama do
fabricante Kasv®. O meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco®)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco®) e com penicilina 10.000 u/mL
e estreptomicina 10.000 pg/mL (1%) foram adicionados as garrafas. As células foram
mantidas em estufa sob atmosfera contendo 5% de CO2 a temperatura de 37°C. Para o
armazenamento das linhagens, as células, foram suspensas em meio de cultura suplementado

com 10% SFB e 5% de DMSO e armazenadas em nitrogénio liquido.

4.5.2 Ensaio de Citotoxicidade pelo método MTT com fibroblastos 1.929 sem soro

fetal bovino

Este ensaio mede a atividade mitocondrial das células vidveis em metabolizar o
corante MTT [3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyltetrazoliumbromide] em sais de
formazan, método originalmente proposto por Mosmann (1983). Apds o tratamento para
preparacao da suspensdo de células, foi realizada a contagem celular em Camaras de
Neubauer e calculada o volume de células necessério para obter uma populagdo de 2x10*
cels/mL. Inicialmente, para o teste de viabilidade, foram utilizadas placas de cultivo celular
com 96 pogos (Kasvi®) para o plaqueamento em DMEM com 10% de soro fetal bovino
(SFB). Apd6s 24h necessdrias para adesdo das células na placa, foi retirado o meio DMEM
10% de SFB e adicionado DMEM sem SFB para evitar interferéncias deste fator de
proliferacdo na avaliagdo da toxicidade de CpLP. Apds adicio do meio de cultura, foi
adicionado CpLP (20uL/poco) nas concentragdes 12,5 pg/mL ; 6,25 pg /mL; 3,125ug /mL;
1,56pug /mL e 0,78ug /mL, N=8 pogos/ concentragdo. Também foram incluidos os grupos
somente com DMEM 10% de SFB como controle positivo e um grupo somente com O
veiculo, neste caso a dgua. Terminado o tempo de incubagdo, foi adicionado 20uL da solucdo
de MTT Img/mL e ap6s 3 horas, todo o liquido dos pogos foi retirado deixando apenas o sal
roxo formado para posterior solubilizacdo com 150uLL. DMSO (dimetilsuf6xido) e mensuragao
em leitor de ELISA a 540nm (CHOI et al., 2016). As absorbancias foram analisadas e
utilizadas para a obten¢do dos percentuais de viabilidade celular utilizando a média do grupo

DMEM 10% como controle.
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Placas de CpLP
96 pogos 12,5-0,78 20uL de 150uL de  ELISA
2x10%cels/mL (ug/mL) MTT DMSO 540nm
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Absorbancia da amostra x 100
Média de absorbancia DMEM 10%

Viabilidade =

4.5.3 Ensaio de Citotoxicidade pelo método MTT com fibroblastos 1.929 com soro

fetal bovino

Utilizando o mesmo principio, agora com o fator de proliferacdo soro fetal bovino
(2,5%), foram utilizadas as concentra¢des ndo téxicas encontradas no ensaio anterior, bem
como para os demais ensaios in vitro: 6,25 ug /mL; 3,125ug /mL; 1,56ug /mL; 0,78ug /mL e
0,39 pg /mL de CpLP. Também foram incluidos os grupos somente com DMEM e 2,5% de
SFB como controle, DMEM e 10% de SFB como controle positivo € um grupo somente com
o veiculo. Foi utilizada a populagdo para incubagao por 24, 48 e 72 horas. Terminado o tempo
de incubacdo, foi adicionado o MTT Img/mL e apds 3 horas, realizada a leitura em ELISA a

540nm. Os resultados foram expressos pelos valores de viabilidade celular.

4.5.4 Ensaio de Citotoxicidade pelo método SRB com fibroblastos 1.929

Neste ensaio utiliza-se o corante Sulforodamina B (SRB), de cor rosa brilhante,
que possui dois grupos sulfonicos que sdo capazes de se ligar as porcdes terminais dos
aminodcidos das células que foram fixadas com o é&cido tricloroacético. E, portanto,
diferentemente do MTT, o método independe da atividade metabdlica celular. Quanto maior o
nimero de células vidveis, maior a captacdo do corante e maior é o valor da absorbancia.
(SKEHAN et al., 1990; HOUGHTON et al., 2007).

Para a realizacdo desse ensaio, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos na
densidade de 2x10* céls/mL 24 horas antes da adicdo de CpLP nas concentracdes de 3,125ug
/mL, 1,56pg /mL e 0,78ug /mL. Apds o tempo de incubagdo de 24 horas, o sobrenadante das

c€lulas foi retirado e as mesmas foram fixadas com TCA a 10%, sendo entdo guardadas a uma
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temperatura de 4°C por no minimo 1 hora. Apéds o periodo de fixagdo, as placas foram lavadas
3 vezes com agua destilada, em seguida adicionou-se 100 puL da solu¢cdo de SRB a 0,4% e as
placas entdo foram mantidas em estufa a 5% de CO, a 37°C por 30 minutos. Ao término do
tempo de incubagao, as placas foram lavadas 3 vezes usando 4cido acético a 1% para remover
o excesso de SRB que ndo ficou ligado aos aminodcidos celulares. Para realizar a leitura das
placas, o SRB que estava ligado aos aminodcidos fixados, foi solubilizado em 200 uL de
tampao tris base 10 mM a 4°C, e homogeneizadas em mesa agitadora (shaker) por pelo menos
10 minutos, em temperatura ambiente. As absorbancias foram lidas em leitor de placa (Fisher
Scientific, modelo Multiskan FC) no comprimento de onda 570 nm. Os resultados foram

expressos pelos valores de viabilidade celular.
4.5.5 Ensaio de cicatrizagdo in vitro (“scratch”) em fibroblastos 1.929

O ensaio mostra o efeito sobre a migracdo e proliferacio dos fibroblastos apds causar
um espaco na monocamda celular chamado de “scratch”. O plaqueamento foi realizado com a
populacdo de 5x10* em 1mL de DMEM 10% apés 48 horas, tempo necessério para completa
formagdo da monocamada, retirou-se o meio e foi realizado o arranhdo com auxilio de uma
ponteira. Posteriormente, os pogos foram lavados com ImL de PBS a fim de retirar restos
celulares suspensos, adicionou-se 900uL de DMEM2,5% mais 100uL da solu¢do aquosa de
CpLP nas concentragdes 3,125ug /mL; 1,56ug /mL; 0,78ug /mL. Os grupos controles DMEM
2,5% ¢ DMEM 10% receberam ImL de meio. A migracdo e proliferacdao foi mensurada pela

andlise do registro fotografico do arranhdo apds 24 e 48 horas comparado com o registro

inicial através do software TScratch (RASANEN E VAHERI, 2010; GEBACKet al, 2009).

24 pocos Arranhao Registro Area aberta
5x10%cels/mL CpLP fotografico Tscratch

v Y \ v

48h 24h
48h

% Areaaberta
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Area no tempo x. 100

% Area aberta = X . 0
reano tempo

4.5.6 Confirmagdo da proliferagdo de fibroblastos 1929 por teste de exclusdo

com azul de Trypan

Com o objetivo de mensurar a proliferacao celular, foi realizado o ensaio com o
corante azul de Trypan para contagem celular apds incubacdo com CpLP (BARILE, 1994). O
plaqueamento foi realizado com a populacdo de 5x10* cels/mL em 1 mL de DMEM 10%,
ap6s 24 horas foi acrescentado 100 uL de CpLP 3,125ug /mL; 1,56ug /mL; 0,78ug /mL.
Também foram incluidos os grupos somente com DMEM 2,5% de SFB e DMEN 10% para
controle positivo. Apds 48h, foi iniciado o processo de retirada do meio, lavagem com PBS,
tratamento com tripsina e centrifugacdo 1500 rpm por 5 minutos. As células foram
ressuspendidas e foi preparada uma suspensdo com azul de trypan 0,4% para posterior
contagem na Camara de Neubauer. Os resultados foram expressos pelo nimero de células

viaveis/mL.

4.6 Estudo clinico piloto

4.6.1 Tipo de estudo
Este estudo foi observacional, prospectivo e randomizado com varidveis
quantitativas e abordagens qualitativas (género, idade, medicac¢do utilizada, tipo de les@o) com
a utilizacdo da biomembrana de C. procera e Sulfadiazina de prata em 9 pacientes com 12

ulceras plantares decorrentes da Hanseniase.

O estudo foi desenvolvido no Centro de Dermatologia Sanitaria Dona Libania
(CDERM) e no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da
Universidade Federal do Ceard. Esta pesquisa clinica foi devidamente aprovada pelo Comité

de Etica em Pesquisa dos dois centros participantes com niimero do parecer: 2.124.872.

4.6.2 Selecao dos sujeitos da pesquisa

Participaram do estudo 9 pacientes com 12 dlceras plantares e que atendam

aos critérios de inclusdo e exclusao.
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Critérios de inclusao:

e Ser paciente com tratamento finalizado contra hanseniase e ter cadastro no
Centro de Dermatologia Dona Libéania;

e Idade entre 18 e 65 anos;

e Residéncia em Fortaleza;

e Apresentar ulcera perfuro-plantar de extensdo menor ou igual a 24 cm? e
auséncia de infeccdo no leito da lesdo;

e Capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo e agir de acordo com os

requerimentos do protocolo, o que serd confirmado pela assinatura do TCLE.

Critérios de exclusao:

e Ser portador de cancer, hipertensdo nao controlada, insuficiéncia renal ou
hepatica;

e Mulheres em periodo gestacional ou amamentando;

e Apresentar tlcera maior que 24 cm?;

e Presenca de histéria clinica de alergia a componentes presentes nas

formulagdes que serdo utilizadas no estudo;

e Paciente diabético descompensado;

Critérios de descontinuacdo e retirada do voluntario:

e Desenvolvimento de infec¢do no leito da ferida e proximidades;

e Aplicagdo tépica de produtos ndo adotados no protocolo do estudo clinico;

e Ocorréncia de efeitos adversos, ou sinais e sintomas sugestivos de toxicidade a
membrana com necessidade de suspensdo da administracdo do medicamento

em estudo;
e Desisténcia voluntaria;

e Presenca de reacao hipersensibilidade por “patch test”.
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4.6.3 Avaliacdo clinica (para inclusdo dos pacientes no estudo)

Os pacientes que aceitaram participar, primeiramente assinaram o termo de
consentimento (ANEXO 1) e passaram por uma entrevista inicial, onde foi feita a
caracterizacdo socioecondmica, bem como informagdes de sadde, histéria de
hipersensibilidade aos componentes das formulacdes das biomembranas, além do histérico de

atopia e avaliagao clinica das tlceras (ANEXO II).
4.6.4Exame de hipersensibilidade

Para garantir a seguranca dos pacientes e por ser um produto novo, foi realizado
um levantamento clinico-epidemiolégico da hipersensibilidade em geral e aos componentes
da membrana. Também foi realizado o “patch test” visando evidenciar alguma reagdo alérgica
de hipersensibilidade ao produto. Estes testes foram feitos apds a aplicagdo do TCLE e antes

do uso do composto no leito da ferida.

Dentre os pacientes do grupo tratado com a biomembrana, foi realizado o “patch
test” que consiste na aplicagdo, sobre as costas do paciente, de uma fita adesiva com camaras
contendo os componentes da membrana separadamente: PVA, fracdo do litex de Calotropis
procera e, como controle negativo, solucdo fisioldgica 0,9%. A interpretacao do “patch test”
foi baseada nas leituras realizadas apds 48 e 96 horas, utilizando-se o critério de cruzes

conforme segue abaixo (FRADE et al, 2011; MOTA et al, 2005).

Critérios para interpretacao do “patch test”:

Negativo

? Duvidoso - leve eritema (vermelhidio)

+ Positivo fraco - eritema e pédpulas (elevacdo formando pequena placa)

++ | Positivo forte - eritema, pdpulas e vesiculas (pequenas bolhas)

+++ | Positivo muito forte - eritema intenso, papulas e vesiculas confluentes podendo formar bolhas

(MOTTA et al., 2005).

4.6.5 Grupos da pesquisa

Os 9 pacientes foram divididos aleatoriamente em dois grupos para a execugao do
ensaio clinico piloto, foram incluidos no projeto, atendendo os requisitos dos critérios de
inclus@o. O grupo tratado com Sulfadiazina recebeu 3 pacientes (5 ulceras) e 6 pacientes

receberam (7 ulceras) a membrana com tratamento.
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e Tratamento convencional: tratamento com o creme de Sulfadiazina de prata;

e BioMem CpLP: tratamento tdpico com a membrana contendo proteinas do latex de

Calotropis procera.
4.6.6 Avaliacdo da eficdcia (Parametros de avaliacdo)

A avaliagdo da eficdcia da biomembrana nas tlceras plantares foi realizada através
da contragdo da ulcera através da drea reduzida, da avaliagdo clinica da ferida (necrose,

eptelizacdo, granulagdo) e da andlise histopatologica.

Para tanto, os pacientes compareceram ao ambulatério de curativos do Centro de
Dermatologia Sanitaria Dona Libania trés vezes por semana, em dias alternados, no qual eram
tratados com Sulfadiazina ou BioMem CpLP e faziam um novo curativo. O tratamento foi de

no minimo dois meses.
Medida das Lesoes

Semanalmente, as ulceras foram mensuradas com régua milimetrata para

mensuracdo de ulceras e determinac¢do do didmetro maior e didmetro menor e calcular a area.

A contracdo da ulcera foi mensurada pela comparacdo da area atual com a area
inicial:
D*d*m

Area dalesdo = 2100

Contracio dal . Al—Af
ontragdo da lesdo = -——-0

Legenda: D: diametro maior; d: didmetro menor; m: 3,14; Ai: drea inicial; Af: drea final
Avaliacao Macroscépica

As tulceras foram avaliadas com auxilio do Técnico de Enfermagem do CDERM
Raimundo a cada 30 dias, de acordo com o teste de McNemar modificado, que avalia necrose,
granulacdo e reepitelizacdo (ANEXO IV) (FRADE, 2003). Para cada parametro (necrose,
granulacdo e reepitelizacdo), foram considerados individualmente, os resultados como
progressivos aqueles que apresentaram um aumento no nimero de cruzes no periodo de 60
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dias de tratamento. Como regressivos, aqueles que apresentaram uma diminui¢do no nimero
de cruzes no decorrer dos 30 dias de tratamento e indiferentes aqueles que ndo apresentaram
variacdo no nuimero de cruzes no mesmo periodo. Semanalmente, foi feito um registro
fotografico da tlcera com camera Nikon® e autorizacdo prévia realizada através do Termo de

Consentimento de Imagem (ANEXO III).

Escores dos parametros necrose, granulacao e reepitelizacdo (ANEXO IV).

+ Até 1/3 da area superficial da lesdo

++ Até 2/3 da area superficial da lesdo

+++ | Mais de 2/3 da area superficial da lesdo

Analise Histopatolégica

Para anélise microscopica das tlceras, foi realizada uma bidpsia incisional apds
60 dias de tratamento de ambos os grupos. As bidpsias foram realizadas com o instrumento
cirtrgico “punch” de 3mm na borda da tdlcera no intuito de se retirar o minimo de tecido para
nio causar danos ao paciente. O material foi acondicionado solucdo de formol a 10% por
cerca de 24 horas e, apos esse periodo, colocada em solugdo de etanol a 95%. As amostras
foram incluidas em parafina para posterior preparo das laminas e coloragdo em hematoxilina-

eosina (HE).

As laminas foram avaliadas pela patologista Denise Nunes Oliveira de maneira
qualitativa quanto a presenga ou auséncia de necrose e processo inflamatério, bem a

neoformacdo vascular. Também se avaliou a incidéncia de fibrose colagénica.

4.7 Analise estatistica

Os dados dos experimentos in vitro dos teste do MTT, SRB, “scratch” e Trypan
foram expressos como a média + erro padrao Analisados pelo teste ANOVA, seguido do pds-
teste Bonferroni para comparag¢do multipla das médias. Para as andlises das taxas de reducdes
percentuais no 60° dia dos resultados do mesmo grupo, foi utilizado o teste ndo paramétrico

Wilcoxon, enquanto que a anélise entre os grupos foi realizada pelo teste de Mann Whitney.
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S RESULTADOS

Neste trabalho foram desenvolvidos experimentos a fim de investigar o efeito
de CpLP em fibroblastos buscando a concentragdo ndo téxica e se a fracdo atua diretamente
na proliferacao desta célula, como também teve o propdsito de avangar no conhecimento do
potencial cicatrizante desta fracdo proteica em seres humanos, dando inicio a um estudo
clinico piloto.

5.1 Resultados in vitro

5.5.1 A BioMem CpLP apresenta atividade proteolitica

Para garantir a qualidade da amostra de proteinas do latex, foram desenvolvidos
testes para identificar possivel contaminacdo bacteriana na matéria-prima utilizada. Nao
houve proliferacio bacteriana e nem crescimento fingico constatado pelos testes de Agar
Caseina-Soja e Agar Sabouraud, respectivamente.

Com relagdo as propriedades fisico-quimicas da fracio CpLP, sabe-se que possui
atividade proteolitica, propriedade que pode estar envolvida na cicatrizagdo. As proteases
podem agir como agente desbridante de lesdes promovendo uma limpeza enzimadtica e
retirando o tecido desvitalizado. Intimeros curativos foram desenvolvidos visando tais
proteases na tentativa de promover a cicatrizacdo (MCCARTY e PERCIVAL, 2013).

Para confirmar a atividade proteolitica na BioMem CpLP, foi realizado um teste
que demonstra a degradacdo da caseina em gel de agarose. A caseina funciona como substrato
para acdo enzimdtica das proteases. Neste experimento, a caseina foi incluida em gel de
agarose e posteriormente foi colocado no centro da placa uma porcao circular de 3 mm da
BioMem CpLP, da mesmo maneira, foram feitas placas com membranas de tripsina e PVA.

A degradacio da caseina forma um halo transparente pela acdo enzimdtica das
proteases, fato que foi observado apds 24 horas da membrana em contato com o gel. Este teste
constatou que a BioMem CpLP conserva atividade proteolitica da fracdo proteica mesmo

apos os processos de produgao da membrana (Figura 4).
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Figura 4 — Atividade proteolitica representada pelo halo transparente no centro do gel.

(a) PVA (b) CpLLP (c) Tripsina

Foram retirados uma circunferéncia de 3 mm das membranas contendo somente PVA (a), CpLP (b) e Tripsina
(c) e colocadas no centro do gel de agarose contendo caseina, substrato para as proteases. Cada amostra foi feita
em duplicata. Apds 24 horas, foi realizado o registro fotografico e medida do halo com régua milimetrada: (a)
ndo apresentou halo; (b) 3 e 3,2mm; (¢) 3,8 e 3,8mm.

5.1.2 CpLP nao reduz a viabilidade de fibroblastos 1.929 em baixas concentragoes

As proteinas do latex de C. procera, reduziram a viabilidade nas concentragdes a
partir de 3,12 pg/mL enquanto que nas concentragdes de 1,56 e 0,78 ug/mL ndo houve morte
celular significante pelo método do MTT (Figura 5). A concentracdo necessdria para inibir
50% da viabilidade celular (ICsp) € 9,83 ug/mL. Portanto, estas duas concentracdes mantém a
viabilidade dos fibroblastos. Este resultado inicial proporcionou a escolha das concentragdes

nos outros testes.
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Figura 5 — Citotoxicidade de CpLP sobre fibroblastos L.929 em DMEM sem SFB pelo teste

do MTT.
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Fibroblastos 1.929 foram adicionados em placas de 96 pocos com populacdo de 2x10%celulas/pogo. Apds 24
horas da administragdo de CpLP, foi adicionado o MTT e, apds 3 horas, o sal de formazan foi mensurado em
leitor de ELISA (540mn). As barras representam a média = EPM dos valores de viabilidade obtidos. *p<0,05
indica diferenca estatistica comparado com o grupo DMEM (n=8 pogos/concentracio; ANOVA - teste de
Bonferroni).

O mesmo teste foi realizado com fibroblastos mantidos com SFB 2,5% no intuito
de investigar a toxicidade agora com o minimo de estimulo proliferativo também pelo ensaio
do MTT. As células foram incubadas com a droga por 24, 48 e 72 horas e como controle
negativo os grupos somente com o veiculo (dgua) e com DMEM 2,5% de SFB, suficiente
para manter a taxa de proliferacdo celular. Apés 24 horas de incubagdo com CpLP, houve um
aumento significativo dos fibroblastos do grupo que recebeu as concentragdes de 0,78 e 1,56
pg/mL comparado com o controle DMEM 2,5% (Figura 6.a). Este efeito nao foi visualizado
ap6s 48 e 72 horas (Figuras 6.b e 6.c). As mesmas concentragdes utilizadas no método do
MTT também ndo apresentaram toxicidade pelo método do SRB, inclusive as concentracdes
de 1,56 e 3,12 pg/mL apresentaram aumento significativo na viabilidade celular comparadas

com o0 grupo controle e o grupo somente com o veiculo (Figura 7).
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Figura 6 - Citotoxicidade de CpLP sobre fibroblastos 1.929 apds 24, 48 e 72 horas pelo teste

do MTT.
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Fibroblastos L929 foram semeados em placas de 96 pogos com populacio de 2x10°* celulas/mL. Apés 24, 48 e 72
horas da administracdo de CpLP, foi adicionado o MTT e, apds 3 horas, a coloracio roxa evidenciada pelo sal de
formazan foi mensurada em leitor de ELISA (540mn). Os dados representam a média + EPM dos valores de
viabilidade obtidos. *p<0,05 indica diferenca estatistica comparada ao grupo VEICULO (n=8 pogos/grupo;

ANOVA - teste de Bonferroni).
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Figura 7 - Citotoxicidade de CpLP sobre fibroblastos 1.929 apds 24 horas pelo teste do SRB

150+

100 —

Viabilidade (% )

wn
<
1

T I
DMEM 10% VEIC 0,78 1,56 3,12

CpLP (pg/mL)

Fibroblastos 1.929 foram semeados em placas de 96 pogos com populagdo de 2x10* celulas/mL. ApSs 24 horas
da administracdo de CpLP, as células foram fixadas, foi realizada a coloracio com SRB para posterior
solubilizacdo em tampdo tris base e as absorbancias foram mensuradas em leitor Fisher Scientific leitura
(570mn). Os dados representam a média + EPM dos valores de viabilidade obtidos. *p<0,05 indica diferenca
estatistica comparada ao grupo VEICULO (n=8 pocos/grupo; ANOVA - teste de Bonferroni).

5.1.3 CpLP induz a proliferacdo e migracdo de fibroblastos 1.929

O teste do “scratch” consiste em gerar um arranhao na monocamada de células e
avaliar a reducdo da drea sem células, chamada de drea aberta. As concentragdes 0,78 e 1,56
pg/mL de CpLP reduziram consideravelmente a drea aberta do arranhdo apds 24 horas em
contato com as células comparado com o grupo veiculo. A intensa proliferacdo e migracdo

continuaram ap6s 48 horas com a concentragdo de 0,78 ug/mL (Figura 8.a e 8.b).
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Figura 8 - Efeito de CpLP sobre proliferacdo e migracdo de fibroblastos 1929 no teste do

“scratch”
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Fibroblastos 1.929 foram adicionados em placas de 24 pogos numa populagio de 5x10%/pogo. Apés 24 (a) e 48
horas (b) da administracdo de CpLP, foi medido a drea aberta através do sorftware TScratch. As barras
representam a média + EPM dos valores obtidos. *p<0,05 indica diferenca estatistica comparada ao grupo
VEICULO (n=8 pogos/grupo; ANOVA - teste de Bonferroni).

Outro teste amplamente utilizado com o objetivo de contabilizar a proliferacio
celular € por contagem direta de células com o Azul de Trypan. Este teste € complementar ao
do Scratch, pois contabiliza diretamente as células vidveis. Apds 48 horas de incubagdo houve

um aumento significativo no nimero de células por pog¢o no grupo tratado com 0,78 e 1,56
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pg/mL de CpLP quando comparado ao grupo DMEM 2.,5% de SFB (Figura 8). O grupo

DMEM 10% foi usado como controle positivo da proliferagao.

Figura 9- Efeito de CpLP sobre o nimero de fibroblastos corados pelo Azul de Trypan
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Fibroblastos 1.929 foram adicionados em placas de 24 pocos numa populacio de 5x10*/poco. Apés 48 horas da
administracio de CpLP, foi contabilizado o nimero de células na Cimara de Neubauer (n” de céls contadas/ n’
de quadrantes x 10 000). As barras representam a média + EPM dos valores obtidos. *p<0,05 indica diferenga
estatistica comparado ao grupo VEICULO (n=8 pogos/concentragio; ANOVA - teste de Bonferroni).

5.2 Resultados do estudo clinico piloto

Os pacientes foram orientados sobre o estudo, assinaram o TCLE (Anexo 1) e
foram selecionados para cada grupo de maneira aleatéria. Inicialmente, cada paciente foi
questionado sobre seu histérico clinico, doencas associadas bem como caracteristicas
demograficas (Anexo 2). Os pacientes tinham em média 47,65 anos, a maioria homens
(88,9%) e 3 estavam ativos no mercado de trabalho, os demais estavam incapazes de trabalhar
por conta das ulceras e se aposentaram (Tabela 1).

Por se tratar de novo produto para sadde, € possivel a manifestacdo de reacdes
alérgicas, entdo, antes de iniciar o tratamento, os pacientes do grupo tratado com BioMem
CpLP relataram seus antecedentes de hipersensibilidade (Tabela 2) e fizeram o “patch test”.
Apenas um paciente relatou alergia alimentar a suino e outro paciente informou reacdo
alérgica a curativos feitos com esparadrapo. Nenhum paciente apresentou eritema, pdpulas ou

qualquer indicio de reacdo alérgica topica no “patch test”.
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Tabela 1 — Caracterizagdo demogréfica dos pacientes com ulceras plantares

Caracteristicas Clinicas Grupo BioMem CpLP e
Controle (n=9)

Média 47,65 anos

Idade Minima 41 anos
Maxima 65 anos

Sexo Mas§u}in0 88,9 %
Feminino 11 %

Cor Branca 11 %
N3ao branca 88,9 %
Aposentado 66,6 %

Profissao Pedrgiro 11 %
Porteiro 11 %
Doméstica 11 %

Tabela 2 — Antecedentes pessoais de hipersensibilidade dos pacientes

Antecedentes pessoais para | Grupo BioMem CpLP e

alergia Controle (n=9)
N %0
Negativos 7 75
Dermatite de contato 0 0
Asma 0 0
Rinite 0 0
Urticaria 0 0
Alimentos 1 11%
Medicamentos 0 0
Insetos 0 0
Adesivos (esparadrapos) 1 11%

Semanalmente, os pacientes foram avaliados pelo tamanho e presenga de necrose
ou fibrina, granulagcdo e tecido de reepitelizacdo. Com o auxilio de uma régua milimetrada,
foram medidos os didmetros maior € menor para calculo da drea. Os pacientes dos dois grupos
evoluiram bem ao passo que a ulcera de trés dos sete pacientes tratados com BioMem CpLP
cicatrizaram completamente (MGS, DBB e VAL pé esquerdo) e as demais reduziram, em
média, 82,67 % do tamanho da ulcera (Tabela 4). As tlceras tratadas com Sulfadiazina de prata
reduziram em média de 62,4%, exceto por um paciente que teve uma piora consideravel, sua
ulcera aumentou consideravelmente de tamanho. Um paciente tratado com Sulfadiazina de

prata teve ulcera cicatrizada completamente em 60 dias de tratamento (Tabela 3).
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As figuras 10 (a) e (b) mostram a evolucdo das ulceras durante o tratamento. E
possivel observar que nenhum paciente tratado com BioMem CpLP teve piora na ulcera, fato
que é demonstrado no grupo controle. Com relagdo a contracdo da ferida, houve aumento
significativo apds 60 dias de tratamento quando comparado ao 15° dia no grupo que recebeu a
BioMem CpLP (Figura 11). Comparando os mesmos dias, ndo houve aumento significativo da
contragdo dos pacientes tratados bom Sulfadiazina de prata. Este dado constata que a
biomembrana reduziu de maneira considerdvel (p=0,015) a 4rea das ulceras apds dois meses de

tratamento. Ndo houve diferenca estatistica da contra¢do entre os grupos.

Tabela 3 — Caracterizagdo clinica dos pacientes com ulceras plantares — Grupo Sulfadiazina de Prata

Area ¢ . ~
N° Paciente Idade Sexo Tempo Recidiva Lesao Inicial Area602d 1as Redu(;z.no %
(meses) 2 (mm”) 60 dias

(mm")

1 12 Sim  Pédir. 1 23,55 3,92 83,33

2 MMN 59 M 60 Sim  Pédir.2 19,62 12,56 36

3 24 Sim  Péesq. 7,85 23,55 0

4 PCS 57 M 5 Nio  Péesq. 6,28 0 100

5 JEF 65 M 2 Nao  Péesq. 54,9 17,6 67,85

Média 60,3 20,6 22,44 11,52 57,43

Tabela 4 - Caracterizagado clinica dos pacientes com tlceras plantares — Grupo BioMemCpLP

Area ¢ . ~
N° Paciente Idade Sexo Tempo Recidiva Lesao Inicial Area602d 1as Redu(;:ilo % 60
(meses) 2 (mm”) dias
(mm”)
1 MGS 47 F 72 Sim Pé esq 5,02 0 100
2 RPS 42 M 18 Nao Pé esq 7,85 0,94 81,25
3 DBB 50 M 12 Nao Pé dir 125,6 0 100
4 36 Sim Pé dir 1,96 0 100
5 VAD >0 M 48 Sim Péesq 54,95 29,4 46,42
6 JDL 64 M 24 Nio Pé dir 21,19 7,5 64,44
7 EGS 41 M 2 Nao Péesq 43,96 5,89 86,6
Média 49 30,28 37,21 6,24 82,67
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Figura 10 - Evolucdo individual de cada tlcera tratada com a BioMem CpLP e com

Sulfadiazina de prata

(a) Grupo Sulfadiazina de Prata
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As tulceras de ambos os grupos foram mensuradas com régua milimetratada nos dias 15, 30, 45 e 60 dias. (a)
representa a evolucdo dos pacientes tratados com Sulfadiazina de prata (n=5 tlceras) e (b) o tratamento com a
BioMem CpLP (n=7 tlceras). Contracio da ulcera € representada pelo resultado da diferenga entre a area inicial
e ap6s 15, 30,45 ou 60 dias, dividido pela drea inicial. As linhas representam a evolugdo da tlcera individual dos
pacientes no decorrer do tratamento.
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Figura 11 - Evolugdo das tlceras tratadas com a BioMem CpLP e com Sulfadiazina de prata
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As tulceras de ambos os grupos foram mensuradas com régua milimetratada nos dias 15, 30, 45 e 60 dias. A
contragdo da ulcera é representada pelo resultado da diferenga entre a drea inicial e apds 15, 30,45 ou 60 dias,
dividido pela 4rea inicial. (a) p<0,05 indica diferenca estatistica comparando o dia 60 com o dia 15 (n=7) do
grupo tratado com BioMem CpLP, teste de Wilcoxon. Nao houve significincia entre os dias 60 e 15 no grupo
tratado com Sulfadiazina de prata (n=5).

As tabelas 5 e 6 mostram os resultados da avalia¢do clinica da ulcera. Para os
parametros de fibrina, granulacio e reepitelizacdo foi adotado uma andlise semi-quantitativa
com critério de cruzes. Esta avaliacdo foi realizada antes de iniciar o tratamento, ap6s 30 e 60
dias do tratamento. Foi contabilizada a quantidade de resultados progressivos, regressivos e
indiferentes para cada parametro. As tulceras tratadas com a BioMem CpLP ndo mostraram
nenhuma regressdo quanto a necrose mas progressdo na formacdo do tecido cicatricial
(85,71%), inclusive superior ao grupo tratado com Sulfadiazina de prata (60%) (Tabela 7).

As figuras 12 e 13 ilustram a evolugdo das tulceras dos pacientes tratados com a

BioMem CpLP e Sulfadiazina de prata, respectivamente.
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Tabela 5 — Avaliacdo clinica das ulceras dos pacientes do grupo BioMem CpLP (n=7 tlceras)

N° | PAC. | Tempo Necrose/ | Granulacdo | Reepitelizacao
(dias) | Fibrina
0 + + +
1 | DBB 30 - + ++
60 - - ++
0 ++ + -
2 | MGGS 30 - - +++
60 - - +++
0 +++ - -
3 | RPS 30 + - ++
60 - - +++
VAD 0 + + -
4 ¢ 1 30 + +++ +
Pé dir.

60 + +++ +
0 ++ - -
5 g?;zq 30 ++ - -
|60 - - ++
0 - +++ -
6 |JDL 30 - ++ +
60 - ++ +
0 + ++ -
7 | EGS 30 - ++ +
60 - + ++

Os pacientes foram submetidos a avaliacdo clinica da ulcera antes do tratamento, apés 30 e 60 dias para os
parametros necrose, granulacdo e reepitelizacdo. - Ausente; + Até 1/3 da area superficial da lesdo; ++ Até 2/3 da
area superficial da lesdo;+++ Mais de 2/3 da area superficial da lesdo.

Tabela 6 — Avaliacdo clinica das ulceras dos pacientes do grupo Sulfadiazina de Prata (n=5)

N° | PAC. Tempo Necrose/ | Granulacdo | Reepitelizacao
(dias) Fibrina
1 | MMN 0 as Sas -
Pé dir. 1 30 St - .
60 ++ + -
MMN 0 + ++ -
2 I psdir2| 0 - =+ *
60 - ++ +
3 | MMN 0 i - .
Pé esq. 30 * T -
60 + ++ -
0 - - +
4 | PCSM 30 - ++ ++
60 - ++ +++
0 ++ - -
5 JEF 30 + ++ +
60 - + +++

Os pacientes foram submetidos a avaliacdo clinica da ulcera antes do tratamento, apds 30 e 60 dias para os
parametros necrose, granulacdo e reepitelizacdo. - Ausente; + Até 1/3 da area superficial da lesdo; ++ Até 2/3 da
area superficial da lesdo;+++ Mais de 2/3 da area superficial da lesdo.
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Tabela 7 — Resultado da andlise clinico das ulceras dos pacientes dos grupos BioMem CpLP e

Controle
Parametro Evolucao Grupo controle (n=5) | Grupo BioMem (n=7)
Numero % Nuamero %

Necrose / Regressiva 4 80 6 85,71

Fibrina Progressiva 1 20 - -
Indiferente - - 1 14,29

Granulacio Regressiva 3 60 4 57,14
Progressiva 1 20 1 14,29
Indiferente 1 20 2 28,57

Reepitelizacao | Regressiva - - - -
Progressiva 3 60 6 85,71
Indiferente 2 33,33 1 14,29
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Figura 12 - Registro fotogréfico das dlceras tratadas com BioMem CpLP

Dias

Os pacientes foram tratados com a biomembrana de CpLP por 60 dias e foi feito um registro fotografico das
dlceras (n=7) antes do inicio do tratamento, apés 30 dias e apds 60 dias para avaliacdo do aspecto clinico da

dlcera.
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Figura 13 - Registro fotografico das ulceras tratadas com Sulfadazina de Prata
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Os pacientes foram tratados com a com Sulfadiazina de prata por 60 dias e foi feito um registro fotografico das
dlceras (n=5) antes do inicio do tratamento, apds 30 dias e apds 60 dias para avaliacdo do aspecto clinico da

dlcera.
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6 DISCUSSAO

C. procera € uma planta lacitifera que € historicamente utilizada na medicina
popular e de grande interesse na comunidade cientifica tendo em vista o grande potencial
farmacoldgico ja demonstrado (ALENCAR et al., 2004; ALENCAR et al., 2007; RAMOS et
al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2014; BITENCOURT et al., 2017). CpLP € a fracdo protéica
rica em proteases utilizada neste trabalho e foi demonstrado que a biomembrana produzida
permanece com acao proteolitica, mesmo com todas as etapas de secagem e esterilizacdao em
luz UV. E possivel observar a degradacio da caseina no halo formado na placa de agarose
apo6s 24 horas em contato com a membrana.

As proteases sdo uma classe de enzimas que ocupam uma posi¢do crucial em
relacdo a papéis fisioldgicos, bem como diversas aplicagdes industriais e terapéuticas. O latex
das plantas tem sido considerado uma importante fonte de proteases cisteinicas semelhantes a
papaina, que sdo candidatos promissores com alta atividade proteolitica e caracteristicas
unicas como biocatalisantes (KWON er al., 2015). Portanto, a atividade proteolitica
encontrada na fragdo CpLP pode ser importante na cicatrizagdo como ocorre com a papaina e
colagenase ja utilizadas na clinica.

A ac@o proteolitica promove um desbridamento quimico na lesdo, sendo um passo
muito importante para a cicatrizacdo de feridas que formam hiperqueratose nas bordas,
dificultando a epitelizacdo, como acontece frequentemente na ulcera plantar. A capacidade de
migracdo das células epiteliais fica inibida ou impedida na presenca desses materiais, pois
agem como barreira a migracdo celular. Assim, o desbridamento € altamente benéfico
(GOMES, 2001; YAMADA, 2003).

Para um novo biomaterial, sdo necessdrios testes toxicoldgicos e de interagdo in
vitro e in vivo. Todos os testes in vitro foram realizados com fibroblastos 1.929. Os
fibroblastos sdo as principais células envolvidas na cicatrizacdo, dai a escolha desta célula.

(AMADEU et al., 2003). Portanto, com o controle cada vez mais rigoroso em relacao ao uso
de animais de laboratério, hd a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que
possam detectar a toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos, principalmente
aqueles de aplicacdo clinica, como os biomateriais que nao devem causar reagdes adversas e
nem lesar o organismo do paciente.

Virios métodos aplicados para testar a toxicidade sdo uteis na toxicologia in vitro.
O ensaio mais frequentemente empregado para a avaliacdo de citotoxicidade basal € o teste de

reducao do MTT (VALADARES, 2006). A quantificacdo da reducao de MTT constitui um
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método colorimétrico simples para avaliar a viabilidade celular.

Com relacao aos resultados in vitro, este trabalho mostrou que CpLP € segura para
fibroblastos 1.929 em concentragdes abaixo de 3,12 pg/mL de acordo com o teste de
viabilidade celular pela atividade mitocondrial (MTT). Este teste foi realizado sem o fator de
crescimento soro fetal bovino para evitar interferéncias na acdo da fracdo protéica. Em outro
experimento, agora com 2,5% de SFB para um estimulo proliferativo, foi observado reducdo
na toxicidade de CpLP e aumento da viabilidade inclusive superior ao controle nas
concentracoes 1,56 e 0,78 ug/mL apds 24 horas de incubagdo. Portanto, em condicdes ideais
na presenca de SFB, CpLP contribui para a viabilidade celular de fibroblastos. Este resultado
foi confirmado no ensaio do SRB, tendo em vista que as concentragdes 1,56 e 3,12 ug/mL
mostraram aumento na viabilidade dos fibroblastos. Estes resultados corroboram com o
estudo de Almeida em 2016 em que mostrou a toxicidade da fracdo protéica de Hevea
brasiliensis, também com potencial cicatrizante, apresentando diminui¢do em 30% da
viabilidade de fibroblastos L.929 na concentracao de 25 pg/mL. Figueiredo em 2014 também
encontrou resultados semelhantes utilizando neutréfilos de cultura priméria e mostrou que, em
concentracoes crescentes de 1 a 100 ug/mL, CpLP nao reduziu a atividade mitocondrial pelo
teste MTT e ndo apresentou efeito nocivo sobre a membrana destas células pelo teste LDH
(lactato desidrogenase).

Outro teste in vitro importante para avaliacdo da migracdo e proliferacdo celular é
o teste do “scratch”. Uma das principais vantagens deste método simples € que imita, até
certo ponto, a migracdo de células in vivo. Por exemplo, a remocao de parte do endotélio nos
vasos sanguineos induzird a migracdo de células endoteliais para a drea desnuda para fechar a
ferida. Além disso, os padrdes de migracdo como populacdo ligeiramente conectada (por
exemplo, fibroblastos) ou como folhas de células (por exemplo, epiteliais) também imitam o
comportamento dessas células durante a migracao in vivo (LIANG, 2007). Apesar da possivel
toxicidade em concentragdes acima de 3,12 pg/mL, a fracdo do litex de C. procera conferiu
atividade proliferativa nos fibroblastos em baixas concentragdes no teste do “scratch”. As
concentracoes 1,56 e 0,78 pug/mL de CpLP induziram maior proliferacio e migracdo
refletindo na reducdo da drea aberta quando comparado com o controle (DMEM 2,5% SFB) e
com o veiculo (d4gua) apds 24 horas, mas apenas a concentracdo de 0,78 pg/mL permaneceu
superior ao controle apos 48 horas.

Por outro lado, a proliferacdo celular pode ser mensurada pela simples contagem

de células nao vidveis (MACIEL, 2002). Esta fracdo proteica também mostrou, nas mesmas
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concentracoes (1,56 e 0,78 ug/mL), potencial proliferativo de fibroblastos em contagem direta
de células coradas por Azul de Trypan, o que corrobora com o resultado do “scratch”.

O aumento de fibroblastos foi observado em Figueiredo, 2014 utilizando a
BioMem CpLP em lesdes excisionais de animais experimentais. Foi observado aumento na
populacdo de fibroblastos e na producao de coldgeno no ensaio histopatologico corado com
HE o que culminou na reducd@o do tempo necessdrio de cicatrizagdo das lesoes.

Portanto, esta capacidade proliferativa de CpLP € importante, pois sdo células que
desempenham um papel central na cicatrizacdo de feridas devido a sua capacidade de
migracdo para o local da injuria, produ¢do e remodelamento de componentes da MEC, como
o coldgeno, assim como estimulo pardcrino no processo de cicatrizagdo de feridas, incluindo
angiogénese .

Diante dos promissores resultados in vifro € em animais experimentais com a
BioMem CpLP, foi iniciado um estudo clinico piloto, que ainda estd em andamento, mas que
Jj4 mostra resultados favordveis no tratamento de ulceras plantares. Foram selecionados 9
pacientes curados da hanseniase, em tratamento de tlceras plantares no Centro de
Dermatologia Sanitdria Dona Libania. Dentre os 9 pacientes com 12 ulceras, onde 7 foram
tratadas com a BioMem CpLP e 5 foram tratadas com sulfadiazina de prata, tratamento
padrdo utilizado no centro de dermatologia.

Inicialmente, por se tratar de uma nova ferramenta terapéutica a base de um latex, foi
realizado o “patch test” para investigacdo de possivel hipersensibilidade nos pacientes do
grupo tratado com a BioMem CpLP. Nenhum paciente apresentou indicio de reacdo alérgica
como edema, eritema, bolhas ou palulas.

A prevaléncia de complicacdes decorrentes do uso de produtos de liatex, como
luvas, preservativos, material de mergulho, diafragmas, sondas etc, t€ém aumentado nas
ultimas décadas. Destaca-se, neste contexto, a reagdao de hipersensibilidade tardia ou tipo IV
que se apresenta clinicamente como dermatite de contato, desencadeada essencialmente por
substancias adjuvantes ao litex, utilizadas durante o processo de industrializacao dos produtos
de borracha (MONTALVAO, 2008). Portanto, é importante avaliar o potencial alergénico de
substancias extraidas do latex para evitar o agravo das tlceras bem como a seguranca daquele
que manipulam.

Frade et al. em 2011 concluiu que a biomembrana vegetal de Hevea brasiliensis é
segura como curativo para lesdes cutaneas, pois nao induziu a rea¢des de hipersensibilidade

entre os voluntarios, resultado semelhante ao encontrado neste trabalho. Esses sao resultados
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preliminares, se fazendo necessario um estudo mais abrangente.

Os pacientes com ulceras cronicas tinham, em média, 47,65 anos, a maioria
homens e aposentados conforme constatado por Moura e colaboradores em 2016. Esses
pacientes apresentam ulceras incapacitantes que comprometem atividades cotidianas como
também profissionais. Oliveira em 2013 concluiu que o maior percentual de pacientes com
dlceras cronicas estava na faixa etdria entre 57-69 anos, corroborando com estudos
internacionais. O tempo de ulcera de ambos os grupos foi homogéneo (p= 0,41) e 60% das
ulceras do grupo tratado com sulfadiazina foram recidivas enquanto que nas ulceras tratadas
com a biomembrana foram 42,65 %. A média das dreas iniciais do grupo biomembrana foi
discretamente maior que a do grupo sulfadiazina, entretanto sem significancia estatistica
(p=0,24).

Durante o tratamento, os pacientes relaram conforto e comodidade ao utilizarem a
BioMem CpLP, bem como Frade em 2003 descreveu sobre o relato dos pacientes tratados
com uma membrana semelhante. Nenhum efeito colateral foi identificado durante o
tratamento com a biomembrana, porém foi relatado um odor apds 48 horas de curativo, que
pode estar relacionado ao exsudato da lesdo ou a higiene do pé.

A avaliagdo da eficicia da BioMem CpLP foi realizada conforme parametros do
percentual de contragdo da ferida bem como anélise clinica da lesdo conforme parametros de
necrose/fibrina, granulacdo e reepitelizacdo. As ulceras de ambos os grupo, em geral,
evoluiram bem com o passar de 60 dias, exceto por um paciente tratado com sulfadiazina que
teve aumento da dlcera. As médias das contragdes apds 60 dias de tratamento com a BioMen
CpLP foi estatisticamente maior que apds 15 dias, resultado ndo encontrado nos pacientes
tratados com Sulfadiazina de prata. Este resultado sugere que os paciente tratados com a
BioMem CpLP tiveram evolugao positiva, mostrando redu¢do no tamanho da lesdo, ou seja, o
tratamento com a membrana ndo causou piora nem foi indiferente aos pacientes. As médias
das contracdes medidas nos dias 15, 30, 45 e 60 foram superiores nos pacientes tratados com
BioMem CpLP com relacao aos pacientes tratados com sulfadiazina, porém sem significincia.
Apesar do nimero reduzido de pacientes tratados com BioMem CpLP, este resultado propde
que o tratamento em estudo reduz o tempo de cicatrizagdo de maneira importante, tendo em
vista que apesar do longo periodo de ulcera, entre 2 a 60 meses, foi observada evolu¢do na
cicatrizacdo. Este potencial cicatrizante corrobora com os resultados j4 demonstrados em
animais (FIGUEIREDO et al., 2014).

Apesar da comprovada acdo cicatrizante da sulfadiazina de prata, como reducio
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das fases inflamatéria e de formacdo do tecido de granulagdo e um aumento do reparo
epidérmico, os resultados encontrados ndo foram tdo satisfatérios devido a complexidade das
dlceras (DESIDERIO et al., 2001). Este tratamento, muitas vezes ¢ o unico disponivel no
centro de dermatologia onde foi realizado o estudo, porém nao € o mais adequado para tratar
ulceras plantares.

Resultados promissores também foram constatados na avaliagdo clinica das
lesdes. Nesta andlise, os parametros de necrose/fibrina, granulacdo e reepitelizacdo foram
mensurados por escores. A biomembrana foi capaz de desbridar o tecido desvitalizado em
quase 86%, enquanto que no grupo tratado com sulfadiazina a redu¢do da necrose foi de 80%.
Este resultado pode estar relacionado a atividade proteolitica da BioMem CpLP. A
angiogénese que representa a parte inicial da fase de formacdo tecidual do processo de
cicatrizagdo, clinicamente caracterizada pelo tecido de granulagdo, se mostrou bem
desenvolvida em vdrios pacientes do grupo BioMem CpLP. Além disso, vale ressaltar que
com relagdo a reepitelizacdo, 85% dos pacientes do grupo biomembrana foi progressiva, ou
seja, houve aumento no tecido cicatricial das tlceras, enquanto que nas ulceras tratadas com
sulfadiazina a taxa foi de 60%.

Outro tipo de latex, de Hevea brasilienses, foi investigado em diversas pesquisas,
apresentou importantes propriedades de indu¢do do processo cicatricial, facilita o
desbridamento autolitico, promove a neoformacdo vascular e estimula a proliferacdo e
granulacdo tecidual, além da reepitelizacao (REIS, 2013).

O tratamento com BioMem CpLP mostra potencial cicatrizante em feridas excisionais
em animais influencia diretamente na fase inflamatéria da cicatrizagdo, promovendo
degranulacdo de mastdcitos, ativacdo de macréfagos, recrutamento de neutréfilos e liberacdo
de mediadores inflamatérios como O6xido nitrico, TNF-a e IL-1B. Este potencial pro-
inflamatério parece acelerar as fases posteriores do processo cicatricial, confirmada pela sua
capacidade estimuladora da angiogénese, fibroplasia e colagénese (FIGUEIREDO et al, 2014;
RAMOS et al., 2016).

A principal causa para a nao cicatrizacdo de ulceras neuropaticas dos pés sao as
deformidades estdticas e dinamicas, que ocasionam altos picos de pressdo sobre a pele
insensivel (LANG-STEVENSON et al.,, 1985). Portanto, os resultados encontrados podem
variar por conta da dificuldade de um cal¢ado adequado, bem como o repouso e higiene do
paciente. O que se observa é que a maioria dos pacientes nao pode adquirir um calcado

especifico para proteger a tulcera e evitar o surgimento de novas lesdes. Além disso, muitos
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ndo contam com transporte e precisam se deslocar a pé, o que dificulta a cicatrizacao.
Portanto, os resultados encontrados neste estudo sugerem que a biomembrana pode
representar uma opg¢ao terapéutica eficaz e de baixo custo para o tratamento de tulceras
plantares cronicas de pacientes com sequelas da Hanseniase, apesar do pequeno nimero de
pacientes e grande variabilidade fatores envolvidos na cicatrizagdo das ulceras plantares, ¢ um

trabalho que confere subsidio para o desenvolvimento de um estudo clinico de fase L.

7 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que CpLP ndo apresenta citotoxicidade em baixas
concentracdes e promove a proliferacdo e migragao de fibroblastos in vitro. A fracdio CpLP
ndo conferiu potencial alergénico aos pacientes. O tratamento inovador com BioMem CpLP
foi benéfico no tratamento de udlceras plantares, reduzindo o tempo de cicatrizacdo, além de
promover o desbridamento do tecido desvitalizado, bem como o aumento do tecido

reepitelizado.
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9 ANEXOS

ANEXO1I

ADENDO AO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntdrio (a), desta pesquisa. Leia
atentamente as informacdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar. Apods ter sido esclarecido(a)
sobre o estudo e ndo tiver dividas, se aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento,
que estd em duas vias (uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsdvel). Em caso de recusa,
ndo haverd penalidade alguma e vocé continuard sendo atendido como sempre nesta institui¢ao.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

TITULO: Hanseniase: Combate as complicacbes secunddrias e melhoria da atencdo a
pacientes através de ferramentas biotecnologicas.

Este estudo estd sendo feito numa parceria de pesquisadores da Universidade Federal do
Ceard, do Centro de Dermatologia Dona Libania (CDERM), e tem como objetivo avaliar os efeitos
terapéutico de uma biomembrana contendo proteinas isoladas do latex da planta Calotropis procera na
cicatrizacdo de feridas perfuro-plantares em pacientes portadores de hanseniase, com propdsito que
viabilizar sua utiliza¢do no ambito do Sistema Unico de Satde do Ceard (SUS/CE).

Caso deseje participar, inicialmente, apds a assinatura do presente termo de consentimento,
vocé serd submetido a uma entrevista, para saber se o Sr. ou Sra. tem alergia a algum componente da
biomembrana que serd utilizada, também serdo realizados dois testes de hipersensibilidade as
proteinas destas plantas. ASSIM, caso os testes demonstrem que vocé nio tem alergia a proteina das
plantas, vocé participard da pesquisa. Durante o teste, serd aplicado um pequeno curativo com a
substincia ativa da biomembrana no seu bracgo e serd observado o desenvolvimento de alguma reacdo
local. Caso ocorra, serd retirado o curativo e ndo apresentard maior risco, apenas algum grau de
desconforto ou irritacdo em pequena drea da pele, que desaparece apds a retirada do curativo. Para o
outro teste serd feita uma bidpsia incisional, se necessario, aplicacdo de anestesia local (xilocaina 2%)
o instrumento cirtirgico “punch” de 3mm na borda da tlcera com inten¢do de se retirar o minimo de
fragmento necessdrio sem causar dano significativo. Esta amostra serd importante para uma avalia¢do
microscopica da dlcera apés 30 dias de tratamento.

ApOs os testes ndo mostrarem que vocé tem alergia a algum composto da biomembrana, vocé
serd entrevistado e examinado, em rela¢do a suas feridas. Serd feito um sorteio do produto que serd
utilizado em seu tratamento que poderd ser com a biomembrana ou com tratamento padrio
(sufadiazina de prata), faremos seu atendimento. As feridas precisam ser fotografadas, para podermos
comparar os resultados do tratamento, mas asseguramos que sé focalizaremos a drea da ferida. Seu
rosto nao saird na fotografia, assim como qualquer parte de seu corpo que nao esteja proximo a ferida.
As trocas de curativos com o uso dessas membranas ocorrera no ambulatério de feridas do CDERM,
sendo a ferida avaliada em cada visita feita no ambulatério, cerca de trés vezes por semana durante um
periodo de no maximo 3 meses.

Esta pesquisa pode trazer ou ndo beneficios para as pessoas que participarem. Caso um dos
produtos seja superior ao outro, imediatamente todos passam a receber o produto que for melhor. No
caso de um dos produtos ndo levar a bons resultados, seu uso serd interrompido, € a pessoa passa a
receber o produto que for melhor. O(a) sr(a) receberd uma ajuda de custo para o transporte durante a
sua participacdo na pesquisa, e terd que vir ao ambulatério 3 vezes por semana, conforme marcacio
prévia no CDERM.

O procedimento de troca de curativo e tratamento poderd durar cerca de 30 minutos,
lembrando que este tempo poderd sofrer alteragdes para mais ou para menos tempo, dependendo da
evolucdo da dlcera. Em seguida, sua opinido serd solicitada sobre o tratamento (dor, incomodo, ardor,
coceira, inchaco, etc.).

Para que a pesquisa seja feita de modo correto, precisamos de sua colaboracdo em alguns
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aspectos que sio muito importantes. E necessério que o(a) senhor(a) ndo retire os curativos durante o
tratamento, em casa e nem utilize outros medicamentos sem avisar ao pesquisador previamente. Em
caso de haver algum incidente e o curativo molhar, sujar ou se soltar, solicitamos que a pesquisadora
seja avisada, por meio de ligacGes a cobrar, a qualquer hora. Serdo tomadas as providéncias para
refazer o curativo sem comprometer os métodos utilizados na pesquisa. Assim que o resultado dos
exames de sua ferida ficarem prontos, avisaremos a(o) senhor(a) e ao médico aqui do ambulatdrio,
para decidir se é necessdrio tomar alguma providéncia.

Ambos os produtos utilizados ndo apresentam riscos descritos na literatura conhecida, mas é
possivel que ocorram reacdes indesejadas, como ocorre com qualquer produto que entre em contato
com o organismo humano. Acreditamos ter tomado todos os cuidados necessdrios para minimizar
riscos decorrentes de sua participagdo da pesquisa, tais como deteccdo precoce e acompanhamento de
reacdes adversas. Todas as informagdes que obtivermos a seu respeito, as fotografias e os resultados
dos exames serdo sigilosas, de modo que seu nome nio seja citado e sua imagem nao seja reconhecida
por outras pessoas. Sua participacio na pesquisa, em caso de aceite serd registrada em seu prontudrio
de atendimento no CDERM, para sua seguranca, como recomendam diretrizes nacionais e
internacionais de boas praticas em pesquisa. Os resultados deste estudo serdo apresentados em
congressos e publicados em revistas cientificas, sem que sua identidade seja revelada.

Fique a vontade para entrar em contato com a pesquisadora a qualquer momento, se achar
necessario ou sempre que tiver dividas sobre seu tratamento.

Em caso de divida vocé poderd entrar em contato com a pesquisadora responsdvel Nylane
Maria Nunes de Alencar, no telefone: (85) 3366 8339 (Rua. Cel. Nunes de Melo,1127, Rodolfo
Teoéfilo). No caso de dividas sobre os seus direitos ao participar nesta pesquisa, voc€ poderd entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa UFC, no telefone: 3366-8344 (endereco: Rua Coronel
Nunes de Melo, 1000, Rodolfo Teéfilo).

O abaixo assinado , anos,
RG: declara que é de livre e espontanea vontade que estd participando como
voluntdrio da pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e que apds sua leitura tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetido, como
também sobre a pesquisa e recebi explicacdes que responderam por completo minhas ddvidas. E
declaro ainda estar recebendo uma cépia assinada deste termo.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante: Data:
Assinatura do pesquisador: Data:
Assinatura da testemunha: Data:

Assinatura do profissional que aplicou o TCLE:
Data:
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ANEXO IT

ENTREVISTA INICIAL

Data da coleta de dados: / / Incluido no estudo? : (  )a) Nao ( )b) Sim
Grupo: ( )1) Controle () 2) Experimental I () 3) Experimental II Senha:

1. DADOS DE IDENTIFICACAO:

Nome: RG:
Nome da mae:

Data de nascimento: / / Idade: Sexo: ( )a) masculino ( )b)
feminino
Endereco:

Telefones para contato: Raga:

Profissao: Ocupacio:

Escolaridade: Estado civil:

2. HISTORICO DE HIPERSENSIBILIDADE:

Antecedentes pessoais de alergia (dermatite de contato, asma, rinite, conjuntivite, urticaria,
alimentos, medicacoes, insetos e adesivos/curativos:

3. DADOS E ASPECTOS DA ULCERA:

Historia da ferida (queixa principal, data do inicio da lesdo, primeira tlcera plantar ou
recorrente, presenca de dor):

Quais os produtos j4 utilizou para o tratamento desta ferida, inclusive os caseiros:

Faz uso de algum medicamento: ( )a) Nao ( ) b)Sim
Se sim, quais e como utiliza?

Faz curativos em casa: ( )a) Ndao ( )b) Sim.
Modo de realizagdo, substancias utilizadas e freqii€éncia:

4. EXAME CLINICO DA LESAO:

-Tempo aproximado de tlcera: ( )a)aguda ( )b) cronica
- Extensao do dano tissular:
- Tamanho da ferida:
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Area da ferida em cm?2:

Largura: cm Comprimento: cm

- Espessura:

( )a) ferida superficial (limitada a epiderme);

( )b) ferida com perda parcial de tecido (limitada a epiderme e porcao superior da derme);

( )c) ferida com perda total de tecido (destruicao da epiderme, derme, tecido subcutaneo, podendo
invadir musculos, tenddes e 0ss0s).

- Profundidade:

()<Imm( )dela<2mm( )dela<2mm

( )de2a<3mm( )de3a<5Smm( )deSa<7mm( )de7mma<1,0cm

( )del,0a<l,5cm( )del,5cma<2,0cm( )= 2,0 cm (especificar)
- Caracteristica do leito da ferida:

( )a) granulacdo saudavel ( )b)granulacio fridvel ( )c) fibrina ( )d) necrose ( )e) esfacelo ( )e)
epitelizacdo

- Coloragéo no leito da ferida:

( )a) esbranquig¢ado ( ) b) amarelo-palha ( )c) amarelo-citrino ( )d) rosado ( )e) avermelhado

( )f) esverdeado ( )g) acinzentado ( )h) enegrecido/preto

-Exsudato:

(' )a) ausente

(' )p) presente:

(' )a) seroso ( )b) sanguinolento ( )c) sero-sanguinolento ( )d) purulento ( )e) sero-purulento ( )f)
fibrinoso

- Quantidade de exsudato (considerando o % aproximado de saturacdo da cobertura):

()0 —ausente ( )1 + discreto (saturacdo <30%)

()2 ++ moderado (30-60%) ( )3 +++ acentuado (>60%)

Caracteristica do tecido em volta da ferida:

-Textura da pele :

( )a) fina ( )b) grossa ( )c) fragil ( )d) dspera ( )e) descamativa ( )f) enrugada ( )g) amolecida

( )h) fridvel ( )i) endurecida ( )j) lisa ( )K) inflamada ( ) 1) macerada ( )m) bordas regulares (
)n) bordas irregulares

- Turgor: ( )a) hidratada ()b) desidratada/ seca/ ressecada
- Umidade: ( )a) normal ( ) b) excessiva

Queixa de dor na drea da ulcera fora de manipulacao do leito da ferida ( )a) Nao ( )b) Sim

S. DOENCAS ASSOCIADAS:

1( )Anemia;

2( )Diabetes: -glicemia usual mg/dl. Esta controlado? ( )a) Sim ( )b) Nao

3( )Hipertensao: -valores usuais mmHg. Esté controlada? ( )a) Sim ( )b) Nao
4( )Ulceras em pernas ou pés;

5( )Varizes;

6( )Trombose;

7( )Cancer;

8( )Doencas de origem infecciosa. Qual?
9 ( )Doenca de origem cardiaca ou vascular. Qual?
10 ( ) Doenca de origem renal. Qual?
11 ( )Outras

6. QUANTO A HANSENIASE:
Ha quanto tempo desenvolveu a doenga: Qual a forma clinica:
Por quanto tempo usou a medicagao: Usa alguma
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medicacao:
Atualmente faz algum tipo de tratamento:

7. DADOS DE CARACTERIZACAO SOCIOECONOMICA:

Reside com familia: ( )a) Nao ( )b) Sim

n° de pessoas na residéncia: n° de comodos nas casa:

Renda mensal: ( )a) < 1 saldrio ( )b) 1-2 salarios ( )c) 3-4 salarios ( )d) > 4 saldrios
Quantas pessoas vivem com esta renda ( )a) 1 ()b) 2-3 ()c) 4-5 ()d) > 5

8. ALIMENTACAO E HIDRATACAO:

A agua que bebe ¢é filtrada: ( )a) Nao: ()b) Sim
Ingere bebida alcodlica: ( )a) Nao

( )a) Sim — Quantidade didria e tipo de bebida :
Considerando liquidos como &dgua, leite, suco, chds, refrigerante, quantos copos ingere, ao todo, por
dia:

( )a) < 1l/dia (até 3 copos) ( )b) 1-2 I/dia (de 4 a 8) ( )c) mais que 2 1/dia (mais de 9 copos)

9. ATIVIDADE DE VIDA DIARIA:

Costuma ficar muito tempo na mesma posicao (sentado, de pé, ou deitado), sem se movimentar?
()a) Nao ()b) Sim — especificar as posi¢des e o respectivo tempo de permanéncia sem movimento

A ferida dificulta a sua vida didria:
( )a) Nao ( )b) Sim Como?
Toma medicamentos para dormir: ( )a) Nao ( )b) Sim
Faz algum tipo de atividade fisica:

( )a) Nao ( )b) Sim - Qual e freqiiéncia
Esbarra os MMII com freqiiéncia: ( )a) Nao ( )b) Sim

Lava as maos antes e depois de tocar na ferida: ( )a) Nao ( )b) Sim

Possui animais domésticos: ( )a) Nao ( )b) Sim Dentro de casa ( )a) Nao ( )b) Sim
Possui algum tipo de alergia: ( )a) Nao ( )b) Sim

Qual o alérgeno?

PESQUISADOR
RESPONSAVEL:
AUXILIAR DE PESQUISA:
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ANEXO III

TERMO DE AUTORIZACAO DE USO DE IMAGEM:

Eu , CPF
,RG ,

depois de conhecer e entender os objetivos, procedimentos metodoldgicos, riscos e beneficios da
pesquisa, bem como de estar ciente da necessidade do uso de minha imagem e/ou depoimento,
especificados no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), AUTORIZO, através do
presente termo, a pesquisadora Dra. Nylane Maria Nunes de Alencar do projeto de pesquisa intitulado
“Hanseniase: Combate as complicacoes secundarias e melhoria da atencio a pacientes através de
ferramentas biotecnoldgicas.” a realizar as fotos que se facam necessdrias e/ou a colher meu
depoimento sem quaisquer 6nus financeiros a nenhuma das partes.

Fortaleza, de de 201

Dra. Nylane Maria Nunes de Alencar

Sujeito da Pesquisa
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ANEXO IV

EVOLUCAO DA ULCERA
Nome:

Grupo: Data (inicio):__ / [/
Numero de feridas que possui este paciente:

Localizagdo das feridas:

Data

Comprimento x largura

Fibrina/Necrose

Granulagao

Epitelizacdo

Legenda:

+ Até 1/3 da area superficial da lesdo

++ | Até 2/3 da 4rea superficial da lesdao

+++ |[Mais de 2/3 da 4rea superficial da lesdo

Outros aspectos:
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