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5.Resumo

Analise clinica prospectiva randomizada aberta, para o tratamento das tlceras de
venosas, através da terapia celular com o enxerto de queratindcitos autélogos;

comparada em dois grupos, associado ou ndao, a Diosmina Hesperidina Micronizada

Introducao: A ulcera venosa ¢ uma complicacdo da insuficiéncia venosa crdnica, atinge
individuos adultos, afastando-os do trabalho e do convivio social normal. Objetivo:
Demonstrar uma nova terapéutica para o tratamento das tlceras venosas através do enxerto
de queratindcitos autélogos. Casuistica e Método: Foram selecionados, de forma aleatéria
no ambulatério de Moléstias Vasculares Periféricas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP — Vinte e Cinco ( 25) doentes com tlcera de venosa, CEAP 6 , que ndo
obtiveram cicatrizacdo, das mesmas, com tratamentos convencionais; divididos em dois
grupos, Grupo I- 11 doentes, 10 mulheres e 1 homem; Grupo II- 14 doentes, 11 mulheres e
3 homens. Ambos os grupos foram submetidos a aplicacio do autoenxerto de
queratindcitos sobre o leito limpo da tlcera; e ao grupo 1, foi também ministrada dose de
diosmina hesperidina micronizada a cada 12 horas. A todos os doentes, foi solicitado um
repouso de 30 minutos em Trendelemburg para duas horas de atividade habitual. Os
queratindcitos foram cultivados no Laboratério de Cultura de Células da Pele, CIPED-
FCM — UNICAMP. Resultados: Apés a aplicacdo de testes estatisticos ndo paramétricos,
devido ao tipo da amostra, foi observada cicatriza¢do e/ou melhora das ulceras com redugdo
do leito nos dois grupos, sendo que o Grupo II obteve resultados mais precoces. Conclusao
. Esse método mostra ser uma boa opcdo terapéutica no auxilio a cicatriza¢do das ulceras

venosas.
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6.Abstract

Prospective randomization open clinical analysis to treatment of venous stasis ulcer,
through cell therapy with Kkeratinocyte autograft, compared in two, groups users or
not of micronized diosmin and hesperidin.

Introduction: The venous stasis ulcer is the most severe complication of chronic venous
insufficiency, affecting adults and keeping them away from work and from normal social
life. Objective: To demonstrate a new therapeutic method for accelerating healing.
Methods: Twenty-five (25) patients with venous stasis ulcers, CEAP VI, who have not
healed with conventional treatments were selected from the Clinic of Peripheral Vascular
Diseases, Faculty of Medical Sciences, UNICAMP — were treated with autograft
keratinocytes, grown in the skin cell culture laboratory, CIPED-FCM — UNICAMP. They
were divided mto two groups, Group I-11 patients, 10 female and 1 male, Group 1I-14
patients, 11 female and 3 male. Both groups were treated with autograft keratinocytes on
the clean ulcer bed, and group II, was also given a dose of micronized diosmin hesperidin
every 12 hours. All the patients were asked to take a 30-minute rest in the Trendelenburg
position for two hours of usual activity. Results: After the evaluation of data with statistics
methods no parametric Healing and/or improvement of the ulcers with significant reduction
of the bed in both groups were observed, with Group II obtaining precocious results.
Conclusion This method proves to be a good therapeutic option to help in the healing of

stasis ulcers

xXvii
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6.Introducao:

A doenga venosa estd presente em cerca de um terco da populagdo mundial,
sendo que, a partir de segunda década de vida jd pode ser observada. E mais prevalente no
sexo feminino na proporcdo quatro mulheres para um homem, e a principal alteracio
anatOmica inicial ¢ a dilataco das paredes venosas com a formagdo das varizes. ''**

Pode-se afirmar que em cerca de 90% dos casos, a origem dessa doenca é
genética, sendo atribuida a alteragdes da parede do vaso, que quando exposto a0 aumento
da pressdo intra luminal ndo resiste e dilata, dessa maneira originam-se as varizes
primadrias. Os 10% restantes sdo atribuidos a algum tipo de alterac¢do funcional ou anomalia
que acarretam na formacao das varizes, aqui denominadas secundérias. Para exemplificar
podemos citar a trombose venosa profunda, as fistulas arteriovenosas genéticas ou
adquiridas e as mal formagdes venosas, que levam a alteragdes do sistema venoso e podem
acarretar tardiamente na formacao das varizes. 123

Sabe-se que a doenga venosa € uma das principais causas de afastamento das
atividades laborais, principalmente quando suas complicacdes se fazem presentes. Tal fato,
leva a problemas sociais, econdmicos e culturais. Estima-se que 1% da populacio
economicamente ativa em todo o mundo, seja portadora de algum tipo de complicacdo das
varizes como as varicorragias, flebites e principalmente as tlceras, segundo um estudo
realizado pelo Managed Care and Chronic Wonds .*

A palavra ulcera € originada do latim ulcus erisé , que pode ser definida como

uma solu¢do de continuidade, aguda ou cronica, de uma superficie dérmica ou mucosa,

acompanhada de processo inflamatério.™®
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A tlcera, dentre as complicacdes da doenca venosa € a mais significativa, que
causa maior desconforto ao doente e, muitas vezes, leva- o & marginalidade social.

As tlceras de perna podem ter indmeras etiologias, como diabetes melitus,
doengas reumadticas, hematoldgicas e dermatoldgicas, além das causas vasculares: arteriais
€ venosas.

A etiologia vascular venosa € a mais freqiiente das ulceras de perna |,
respondendo por quase 70% do total. E considerada a complicagio mais grave da
insuficiéncia venosa cronica. Dados relatam, que cerca de 1,5% da populacdo adulta no
mundo desenvolverd o quadro; suas causas sao a hipertensdo venosa, secunddria a varizes
e ou a sindrome p0os flebitica.

A recidiva, talvez seja um complicador para o tratamento das tlceras. MAYER
et al relatam que 30% das ulceras cicatrizadas recorrem no primeiro ano e esta taxa sobe
para 78% ap0s dois anos, quando a etiologia nao for tratada adequadamente. >

O tratamento da ulcera venosa, vem sendo aplicado em doentes desde a
antiguidade. Inimeros curativos sdo conhecidos e tem o seu valor, mas todos eles se
deparam com a fisiopatologia da doenga, ou seja, para existir o fechamento da tlcera €
necessario que se consiga acabar com a hipertensdo venosa. A dificuldade esta nesse ponto,
pois para isso, o doente tem que permanecer em repouso durante grande parte do seu dia, o
que impede que exerca um trabalho regular durante muito tempo. A idéia de se obter um
fechamento répido das tlceras venosas, a fim de possibilitar uma cirurgia corretiva breve,
quando possivel, ou um tratamento clinico preventivo, viria solucionar problemas sofridos
por esses doentes.

Os curativos conhecidos para a cicatrizagdo das udlceras venosas sdo inimeros,

indo desde curativos tradicionais com gazes, pomadas e ataduras, a compressao ineldstica

18



conseguida com a bota de Unna ( 1896) e com as polainas, aos curativos mais modernos a
base de hidrogel e o alginato que sdo caros e nem sempre acessiveis d4s condi¢des
econdmicas do portador.é’28

As medidas citadas acima, muitas vezes, sdo caras ou lentas, o que pode levar ao
abandono do tratamento por parte do doente.

Além dos curativos, outra op¢ao para o fechamento das ulceras é o enxerto
simples de pele total, que apesar de conseguir um resultado rdpido tem pouca eficicia e
também exige extremo repouso do doente.

A terapia celular vem mostrando importantes resultados em relacdo a
cicatrizagdo de lesdes de pele. Sabe-se atualmente, que avangos importantes estdo sendo
alcancados com a cultura de queratindcitos. J4 € possivel observar seu uso no tratamento de
grandes queimados com excelentes resultados, seja através da colocacdo das células
diretamente sobre as lesOes, ou como parte constituinte de curativos biologicamente
produzidos. Devido a isso, essa nova op¢do mostra ser bastante promissora para O
tratamento futuro das lesdes de pele. 78

Todos os tratamentos para essa enfermidade visam reduzir a hipertensdo venosa
cronica, ja que € a causadora da ulcera. A medida que, essa enfermidade se instala, o
retorno venoso € dificultado, a press@o hidrostatica aumenta na microcirculacdo, levando a
transudagdo para o espaco intersticial de liquidos e proteinas, causando o edema. Alguns
farmacos, dentre eles a diosmina e a hesperidina atuam na microcirculagdo diminuindo a
estase venosa, reduzindo o edema.’

Quando falamos a respeito das tlceras de estase venosas, ndo € apenas a lesdo

de pele o problema do doente. Talvez seja a parte mais sofrida devido aos transtornos
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inerentes, mas a causa real , a doenga vascular, que leva a hipertensao venosa nao pode ser
esquecida; de outra forma, a reicidiva das tlceras se torna mais freqiiente ainda.
BOSS et al; TERSKIKH et al e BOLIVAR-FLORES et al., visando solucionar
o problema da necessidade de grande quantidade de pele para enxertia em casos de
queimaduras e ulceras cronicas de pele, com areas doadoras escassas, tentaram inicialmente
a utilizacdo de células cultivadas in vitro, autélogas ou ndo, de forma isolada, sobre essas
4reas, 101112
Estudos realizados por AUGER et al., MOLL et al. e COULOMB et al., t€ém
demonstrado que a cultura simultdnea de queratindcitos e fibroblastos € uma abordagem
mais adequada por reproduzir as caracteristicas da pele humana in vivo do que
monoculturas dessas células. '*'*1
Pensando-se além do fechamento da ulcera, no tratamento da doenca causadora,
a associacdo de um método de cicatrizagdo mais rdpido junto de uma terapia para se
minimizar as reicidivas, objetivou esse estudo, onde a associagcdo da terapia celular através
do auto enxerto de queratindcitos, para breve cicatrizacdo e o uso de farmacos como a

Diosmina 450 mg e a Hesperidina 50mg Micronizada para tratar a doenca de base sdo

utilizados.
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7. Objetivo

Torna-se relevante a busca de novas terapias para ulceras venosas, visto que sao
atendidos no Ambulatério de Moléstias Vasculares Periféricas do Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP cerca de cento e vinte pacientes
semanalmente, sendo que, aproximadamente vinte por cento, sao casos de doenga venosa.

Com base nestas observagdes o objetivo desse estudo € , demonstrar uma nova
terapéutica para o tratamento das tulceras venosas através do enxerto de queratindcitos
autologos, comparado em dois grupos com e sem o uso da Diosmina Hesperidina

micronizada, avaliando asua eficécia e seguranc¢a no tratamento dessa doenca.
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8. Revisio Bibliografica

8.1 Anatomia e Fisiologia da Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano recobrindo-o em toda a sua extensao;
apresenta dimensdes que no adulto, variam entre 1,5 a 2,0 m2 e peso que oscila entre 8,0 e
10,0 quilos, representando cerca de 15% do peso corpéreo; tem cerca de 1,0 X 1011 células
de origem epitelial, mesenquimatosa e neural. E indispensivel a vida e isola os
componentes orginicos do meio exterior. E composta por uma infinidade de estruturas, que
dispostas de maneira harmonica, desempenham suas exatas funcdes; E dividida
essencialmente em trés camadas distintas: a epiderme, a derme e a hipoderme, firmemente
unidas entre si. '°

A epiderme estd constituida por epitélio estratificado cuja espessura geral varia
entre 75 a 150 milimicras, com exce¢ao das palmas das maos e planta dos pés onde varia de
0.4 milimetros até 1 milimetro; estd subdividida em camadas que sdo denominadas:
germinativa, camada malpigiana ou espinhosa, granulosa, licida e cornea.

A camada germinativa ou basal € a mais profunda; € essencialmente
germinativa, sendo responsavel por originar as demais camadas da epiderme, através da
diferenciacdo celular. Apresenta dois tipos celulares os melandcitos e os queratindcitos. Os
melandcitos se localizam de forma espacada entre os queratindcitos da camada basal da
epiderme. Em geral, para cada 10 queratindcitos hd um melandcito.

Durante a diferenciacdo epidérmica, os queratindcitos sofrem modificagcdes
morfoldgicas e bioldgicas. A partir da camada basal, eles movem-se através das camadas

espinhosa e granulosa e fixam-se na camada mais superficial (cérnea), constituindo entao
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estruturas multilamelares de cornedcitos anucleados, circundados por lipideos
extracelulares '&!7181%-

Os queratindcitos tem como funcdo principal, a producdo de queratina (proteina
elastica e flexivel que consiste no principal componente da camada cdérnea). A queratina
forma, também, uma barreira contra os agentes externos fisicos e/ou quimicos;os
melandcitos sdo células responsiveis pela produ¢do de melanina (responsavel pela
coloracdo da pele), cuja funcido pigmentogénica apresenta obstidculo na acio das radiagdes
solares, sendo uma protecdo solar natural. O processo pelo qual forma-se a melanina é
conhecido por melanogénese.

A camada malpighiana ou espinhosa é também conhecida como corpo mucoso
de Malpighi é formada por células que se achatam progressivamente em dire¢do a

superficie. As células sdo ligadas umas as outras por pontes intercelulares denominadas

desmossomas.

A camada granulosa é formada pelas células granulosas que recebem este nome
devido ao grande numero de granulos em seu interior. Estes granulos sdo formados por
queratina, que sdo continuamente produzida pelos queratindcitos.

A camada licida apresenta uma estrutura compacta e resistente, apresentando
grande quantidade de eleidina (substancia oleosa responsével pelo tom translicido da pele).
E praticamente inexistente nas regides palmo-plantares.

A camada cornea é formada por células anucleadas e cheias de queratina em
constante descamagdo. E a camada mais superficial da pele. A derme é formada

principalmente por feixes de fibras coldgenas, eldsticas e reticulares, em cuja trama

inserem-se os capilares sangiiineos e linfaticos, musculos, estruturas nervosas, células de
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tipos variados como fibroblastos, mastdcitos , histidcitos e células de Langerhans;
formagdes anexas como foliculos pilosos, unhas, glandulas sebaceas e sudoriparas.

As fibras coldgenas compreendem 95% do tecido conectivo da derme que estd
dividido em dois tipos: coldgeno I (fibras mais espessas), e coldgeno tipo II (fibras mais
finas). As fibras eldsticas sdo microfibras orientadas em diversas posi¢cdes na derme, sendo
responsaveis pela elasticidade da pele.

As fibras reticulares sdao as mais delicadas e se ramificam formando conecg¢des
firmes e apertadas.

Os capilares sangiiineos e linféticos, tem como funcdo a nutri¢do e regulacio da
temperatura da pele. Na pele, cada sistema (linfitico e sangiiineo) forma dois plexos, um
mais profundo (localizado no nivel dermo-hipodérmico) e o plexo superficial (localizado na
derme subpapilar). A termorregulacdo € o resultado de uma continua alternincia entre
vasoconstricdo e vasodilatacdo dos capilares, em funcdo da situagdo ambiental,

contribuindo para o controle da temperatura organica.

A musculatura da pele € lisa e compreende os musculos eretores dos pélos, os
dardos do escroto e a musculatura da aréola mamaria.Os musculos da pele sdo importantes

para gerar calor.

As estruturas nervosas, compreendem 0s nervos sensitivos responsdveis pela
sensibilidade da pele, assim como receber informagdes necessdrias para se adequar ao meio

(tato, dor, calor, frio, pressao).

O aparelho pilo sebaceo € constituido de uma regidao infundibular, superior que

se estende para baixo até a juncdo do ducto sebiceo com o foliculo.O istmo € a regido
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intermedidria entre o ducto sebdceo e a protuberancia do musculo eretor do pelo. A regiao
inferior que € localizada abaixo da protuberancia do musculo eretor do pelo.. Existem dois
tipos de pélos: VELUS (pélos tipo lanugem), e TERMINAL (mais espesso e pigmentado
como cabelo, barba, pilosidade pubiana e axilar). Os p€los compde-se de uma parte livre, a
haste, e uma parte intradérmica, a raiz. As glandulas sebiceas estdo presentes em toda a
pele, com excecdo das regides palmares e plantares. Desembocam sempre no foliculo
pilossebdceo com ou sem pélo. A gordura liberada por elas, evita a perda de dgua, tem

propriedades antimicrobianas e substancias precursoras de vitamina D.

As glandulas sudoriparas liberam o suor que € incolor, inodoro, composto de
99% de é4gua e solutos encontrados no plasma. O odor fétido do suor (bromidrose) €
causado por bactérias proprias das regides sudoriparas. E através do suor que a pele
mantém a temperatura do corpo e também elimina substancias como uréia, acido lactico,

etc. As glandulas sudoriparas podem ser:

A. ECRINAS, que estio dispersas por todo o corpo, existindo em maior quantidade nas
regides palmo-plantares e axilas. Suas glandulas desembocam diretamente na superficie da
epiderme, cujo orificio por onde é eliminado o suor chama-se poro ou crossiringio e se
apresenta rodeado de queratina.

B. APOCRINAS, que desembocam nos foliculos pilossebdceos e nio diretamente na
superficie. Localizam-se na axila, drea perimamilar e regido anogenital, e,
modificadamente, no conduto auditivo externo (cera), nas palpebras (glandulas de Moll) e

nas mamas (glandulas mamarias).
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As unhas sdo estruturas queratinizadas que protegem as extremidades das pontas
dos dedos, areas com muita sensibilidade. As unhas tém quatro partes: raiz, lamina
(aderente ao leito ungueal), dobras laterais e borda livre. A espessura das unhas varia de 0,5
a 0,75 mm e o crescimento € de cerca de 0,1 mm por dia nas das maos, sendo mais lento

nas dos pés. Tém como fungdes: protecdo, preensdo, agressao e sensibilidade.

A hipoderme é a camada mais profunda da pele, possui espessura varidvel,
composta basicamente por células gordurosas que formam blocos entremeados por feixes
conjuntivos que assumem disposicoes especiais. A hipoderme, além de tecido reserva de
energia, participa no isolamento térmico, protege o organismo contra agressdes mecanicas e

facilita a mobilidade da pele em relacdo as estruturas subjacentes.

8.2 Ulceras

Quando lesada, a pele se repara através da proliferacdo e crescimento das células
da derme (fibroblastos e outras células estromatosas) e/ou epiderme
(queratindcitos/melandcitos) remanescentes ~

Em lesdes extensas e profundas da pele e mucosas pode ocorrer destrui¢do da
derme e dos elementos epidérmicos, resultando numa lesao ulcerada.

Segundo, CESARETTI at als uma tlcera pode ser definida como interrupcao
da continuidade de um tecido corpéreo, em maior ou menor extensdo, causada por qualquer
tipo de trauma fisico, quimico ou mecanico ou desencadeada por uma afeccdo clinica que
aciona as frentes de defesa orgénica para o contra ataque.”'**

Desde as mais remotas eras que se tem conhecimento, o tratamento das tulceras

de perna se mostra um desafio, seja no que diz respeito a rapidez na cicatrizagdo, o alivio

das dores, além da melhora na qualidade de vida de seus portadores.
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O homem de Neanderthal da regido do Iraque ja tratava de queimaduras com
extratos de plantas, cerca de 60.000 anos A.C. 23

O tratamento das feridas vem evoluindo desde 3000 anos A.C., onde as feridas
hemorrégicas eram tratadas com cauteriza¢do. Os egipcios fizeram uso de encantamentos e
de uma mistura de latex, leite de cabra e leite humano. Nos papiros Smith, que datam de
1.500 anos a.C., ha relatos de misturas de varios tipos de cascas de limao molhadas em
preparacdes oleosas. Os chineses, entre o sexto e quinto séculos a.C., usaram tinturas e
extratos feitos de folhas de chd. O uso de torniquete é descrito em 400 A.C.; a sutura €
documentada desde o terceiro século A.C.

ANDRADE et als, em uma revisao de literatura, descrevem que na pré- historia
existia uma preocupacdo com as ulceras sendo usados materiais como: plantas, d4gua, neve,
gelo, cortica, cinzas, frutas e até lama sobre o leito das feridas a fim de curéd-las. Na
Mesopotamia eram limpas as feridas com leite e ou dgua e cobertas com resina, mel, 13 de
carneiro folhas e cascas de arvores; no Egito antigo foi observado que a ulcera fechada com
“ curativos “ cicatrizava antes que a mantida aberta.

Estudos mostram inimeras técnicas para o fechamento das ulceras; desde a
Grécia antiga sdo encontrados relatos referentes a maneiras de se realizar curativos;
Hipdcrates preconizava a colocacdo de pomadas para promover um debridamento; no velho
testamento existem relatos de bandagens em ferimentos quimicos e Celsus, ji no século
primeiro defendia o fechamento primério através de suturas.

Plinio acreditava que era melhor deixar as queimaduras expostas ao ar do que
cobri-las com pomadas, e Galeno sugeriu o uso de vinagre ou vinho. No século IX, Rhases,
um famoso médico drabe, recomendou o uso de dgua fria para o alivio da dor (ARTZ,

1980).%*
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O cirurgido francés Ambroise Paré, dito pai da moderna cirurgia, inovou o
cuidado com as feridas que até entdo eram cauterizadas com 6leo quente; ocasionalmente,
numa falta de 6leo, substituiu-o por uma mistura de gema de ovo, 6leo de rosas e
terebintina, e surpreso, descobriu que a nova mistura provocava uma cicatrizacdo mais
rapida que o dleo fervente. Em 1585 orientou o tratamento das feridas quanto a necessidade

25,26
conforme relatado em um dos

de desbridamento, aproximagao das bordas e curativos,
primeiros livros dirigidos as queimaduras, publicado por William Clowes, de Londres, em
1596, e, depois, por Vander Elst, em 1964. (VANDER ELST, 1964). O uso de curativos
feitos de algodao e 13 foi descrito por Syme, em 1827. Lister, em 1884, introduziu o
tratamento anti-séptico. 2226

Nos séculos XVIII e XIX a descoberta de compostos de cloro e i1odo
possibilitaram a higienizacdo do instrumental e da pele. Entre 1840 e a Segunda Guerra
Mundial, o foco para o tratamento de feridas e cicatrizagdo foi a utilizacao de anti-sépticos
e agentes topicos com a¢do antimicrobiana € a prote¢do com coberturas secas, como
conseqiiéncia as descobertas de Pasteur sobre a "Teoria dos Germes". Nessa fase, da-se o
periodo 4ureo de utilizacdo de anti-sépticos como o liquido de Dakin, Eusol, derivados de
10do, mercurio e aluminio.

Em 1896 um dermatologista alemao, Paul Gerson Unna, desenvolveu um tipo de
curativo usado até hoje, que apresenta em sua composi¢ao apenas oxido de zinco e gelatina,
a Bota de Unna; em 1916, John Homans publicou o primeiro trabalho para tratamento de
tlceras em membros inferiores.””*® E importante salientar que o Hospital das Clinicas da

Unicamp foi durante décadas, centro de referéncia regional no tratamento das ulceras de

z o eqe 2
estase através de um programa de tratamento domiciliar com botas de Unna. **
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Muitos medicamentos tépicos foram usados em feridas no inicio do século XX.
Edward Clark Davidson, iniciou o uso de spray de 4cido tnico em 1925; ele acreditava que
esta técnica diminuia a perda de liquidos, aliviava a dor e produzia uma cicatriz mais limpa.
Em 1944, apds ser constatado que o dcido tanico era toxico para o figado, seu uso foi
abandonado (ARTZ, 1980). Aldridge, em 1933, sugeriu o uso de violeta de genciana como
agente esclerosante, sendo posteriormente adicionado nitrato de prata a cinco por cento
como um esclerosante adicional. Em Chicago, em 1942, Harvey Allen popularizou o uso de
gaze petrolada nos curativos, combinada a imobilizagdo (ALLEN e KOCH, 1942). Na Gra-
Bretanha, em 1949, Wallace, de Edinburgh, reintroduziu o método aberto para o tratamento
de queimaduras (WALLACE, 1949). Douglas Lindsey, apds a Guerra da Coréia, baseado
em estudos de Liedberg, Ress e Artz, que relatavam infecgdes locais e septicemia por
estafilococos em queimaduras, julgou que um dos melhores agentes antibacterianos locais
nas feridas fosse o Sulfamylon. Charles Fox, de New York, em 1967, combinou a sulfa e a
prata em um composto conhecido como sulfadiazina de prata, que € largamente utilizado
até os dias atuais (ARTZ, 1980; SILVA, 1992).**

No século XX, o aparecimento da sulfa e da penicilina para o tratamento das
infeccOes. Hoje através da biologia celular a replicacdo de células e a sintese de substincias
facilitam os processos cicatriciais.

Na Guerra da Criméia, foram criados vérios tipos de curativos, a base de fibras
de linho, que, sendo reutilizadas varias vezes, se tornavam gradativamente mais macias,
mas eram pouco absorventes. A enfermagem, que acompanhava os avancos da medicina,
foi responsdvel, através de Florence Nightigale, pela introdu¢do de procedimentos que hoje
cercam todo o ato cirtrgico, como o uso de ambiente limpos, 4gua pura, drenagem eficiente

e luz adequada. Florence Nightigale foi uma enfermeira britanica que ficou famosa por ser

31



pioneira no conceito da assepsia para o tratamento de feridos de guerra, na cirurgia
moderna (século XX) e com as feridas de modo geral. Os curativos tornaram-se estéreis,
assim como as maos dos cirurgides sdo lavadas e seus procedimentos seguem técnicas
assépticas.

Finalmente, os cuidados para com as feridas adotadas na cultura ocidental
contemporinea seguem o progresso do conhecimento cientifico; o maior avango do século
XX foi o advento dos antibidticos, utilizados, por aplicacao local através de pulverizagao
ou por incorpora¢do do material no proprio curativo.”

A simplicidade no tratamento de feridas veio com o desenvolvimento de
materiais como os filmes transparentes porosos para cobertura de feridas ou mesmo
métodos como a exposicdo completa da ferida sob condigdes estéreis. Em 1982 as
coberturas a base de hidrocoldides s@o langadas nos Estados Unidos e Europa, passando a
ser largamente utilizadas em feridas de espessura parcial. Tais coberturas s6 foram
disponibilizadas no mercado brasileiro a partir da década de 1990, e seu custo elevado foi
uma barreira inicial para sua difusdo. Também no inicio dos anos 90 sdo lancados os
hidropolimeros, que, além de manter o meio imido, agregavam a propriedade de promover
a evaporagdo do exsudato, favorecendo a granulacido e diminuindo a maceragdo de tecidos
neoformados.

Hoje em dia, existe grande variedade de materiais e sintéticos disponiveis no
mercado facilitando a op¢do do profissional de saide pelo material mais adequado para

cada tipo de ferida.

32



8.3 Cicatrizacao

Os conceitos de cicatrizagdo, em seus diversos aspectos, ressalta a importancia
da atuacdo multidisciplinar na abordagem das feridas, bem como a percepcdo do paciente
como um todo. Sdo abordados os aspectos econdmicos que representam as feridas agudas e
cronicas. Apresenta ainda os recursos que podem auxiliar o processo de cicatrizagdao, bem
como os diversos tipos de curativos disponiveis.

A busca pela cicatrizagdo das ulceras de estase vem se tornando um desafio,
pela alta prevaléncia em nosso meio, levando a perda da qualidade de vida dos doentes
portadores, bem como a gastos governamentais significativos com afastamentos

. " . . .131,32,33,34,35,36
trabalhistas, além de sobrecarga no sistema assistencial.

Classicamente, a cicatrizagdo de feridas pode ser dividida em trés fases:

inflamatoria, proliferativa e de maturacao

7z

A fase inflamatéria é uma fase dominada por dois processos: hemostasia e
resposta inflamatéria aguda, com objetivo de limitar a lesdo tecidual. Em ulceras nao

complicadas, dura de 1 a 4 dias.

A fase proliferativa é caracterizada pela proliferacdo de fibroblastos na ulcera,
sob a acdo de citocinas, dando origem ao processo de fibroplasia (sintese de colageno). A
sintese de colageno € estimulada pela TGF beta e IGF1, e inibida pelo INF gama e
glicicorticéides; simultaneamente, ocorre a angiogénese e a infiltracdo densa de
macréfagos, formando o tecido de granulacdo. Minutos apds a lesdo, tem inicio a ativagao
dos queratindcitos na borda da ferida, fendbmeno que representa a fase de epitelizacdo. Eles

secretam laminina e coldgeno tipo IV, formando a membrana basal.
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A fase de maturacdo é o tltimo passo no processo de cicatrizacdo. E a formacéo
do tecido cicatricial propriamente dito, que histologicamente consiste em tecido pouco
organizado, composto por coligeno e pobremente vascularizado. O processo de
remodelamento da ferida implica no equilibrio entre a sintese e a degradacdo do coldgeno,
reducdo da vascularizacdo e da infiltracdo de células inflamatdrias, até que se atinja a
maturacdo da ferida. Este processo € longo, e pode ser avaliado clinicamente através da
forca ténsil da ferida. A contracdo da ferida é um dos principais fendmenos da fase de
maturagdo. Durante o processo, as bordas sdo aproximadas, reduzindo a quantidade de
cicatriz desorganizada. A contragdo caracteriza- se pelo movimento centripeto da pele nas

bordas da ferida, impulsionada pela a¢do dos miofibroblastos.

Nos casos onde existiu uma perda de tecido importante, a cicatrizagdo pode ser
dificultada Nessas situacdes € importante levar em conta a possibilidade de se utilizar
enxertos e retalhos de pele. Os enxertos podem ser classificados em aut6élogos ,homoélogos
e heter6logos. Muitas sdo as técnicas desenvolvidas com o intuito de reduzir a formacdo de

cicatrizes e acelerar o tempo de cicatrizagdo.

As tlceras podem ser divididas em agudas e cronicas, as agudas apresentam um
processo de cicatrizac@o rapido e ordenado; as cronicas e aqui podemos encaixar as tlceras
venosas, a cicatrizacido € lenta e permanece na fase inflamatdria por tempo indefinido, o

que impede a restauracao do tecido lesado.

8.4 Enxertos

O enxerto de pele pode ser classificado como, parcial que inclui a epiderme e

parte minima da derme ou total onde toda a epiderme, derme e anexos estao envolvidos.
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HISTORIA E FISIOLOGIA DOS ENXERTOS DE PELE

O primeiro enxerto de epiderme foi feito por Reverdin, cirurgido suico, em
1869, que relatou a transferéncia de dois pequenos pedacos de epiderme em um paciente

que havia perdido a pele do polegar.

Em 1872, Ollier relatou sucesso com pecas maiores e mais grossas de pele.

Thiersch, em 1874, descreveu o uso de pecas mais profundas da pele, contendo derme.

Na Escoécia, em Glasgow, em 1875, Wolfe relatou a reparagdo de um defeito na

palpebra inferior com um retalho livre de espessura total, proveniente do brago.

Em 1914, John Staige Davis descreveu um enxerto de pele fina com uma area
central de espessura total, que ficou conhecido como enxerto em tenda de campanha e foi o

principal método de cobertura para queimaduras de espessura total até 1930.

A partir dai, grandes enxertos em folha, de espessura parcial, passaram a serem
retirados, manualmente, por indmeros cirurgides, que aprenderam a manusear uma lamina
longa e fina, chamada lamina de Ferris; na Inglaterra, uma lamina semelhante, com um
cilindro na frente, passou a ser utilizada (Iamina de Humby), e seu uso foi popularizado por

Blair e Brown, nos Estados unidos da América.

Em 1939, o popular dermédtomo do tipo tambor foi desenvolvido por PADGETT
E HOOD, na Universidade do Kansas, o que permitiu a Harry M. Brown conceber o
dermédtomo elétrico, durante a segunda guerra mundial. Com o dermdtomo elétrico,

fragmentos extensos de pele passaram a serem obtidos de maneira ficil e rdpida para
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enxertia.Hargest modificou o motor elétrico de Brown em 1965, substituindo-o por um

. . N ey eq- . 24
motor movido a ar aumentando a velocidade da lamina possibilitando cortes mais suaves .

A cicatrizacdo da ferida ap6s a enxertia de pele se processa por dois eventos

caracteristicos e seqiienciais:
A - Integracao

Um enxerto para ser considerado integrado deve apresentar aderéncia, boa
perfusdo e viabilidade do segmento doado e todo esse processo depende basicamente da

perfusdo local.

Durante as primeiras 24 horas existe uma transsudacdo de plasma da area
receptora, que € absorvido pelo enxerto formando uma camada de fibrina, essa por sua vez
serd responsdvel pela fixacdo e nutricdo do enxerto (fase de embebicdo plasmdtica). A
seguir existe a forma¢do de uma delicada rede de capilares que possibilita a comunicacao
da superficie do enxerto com o leito da ferida (fase inosculatéria). Nessa hora a fixa¢do do
enxerto ainda é débil a viabilidade ndo pode ser afirmada, a medida que existe formacdo de
rede uma vascular mais desenvolvida com melhora do fluxo sanguineo para o enxerto € que
se pode garantir a sobrevivéncia do mesmo; esse processo se da por volta do sexto dia do

. sy 36,37.38,39,40.41
implante (fase de revascularizacdo).

O estudo realizado por YAMAGUSHI et als ( 2000), fala a respeito de uma
quarta fase, a de ativacdo dos queratindcitos, na cicatrizagdo dos enxertos cutaneos. Em
enxertos realizados com pele parcial, provavelmente por apresentarem espessura mais
delgada, foi avaliada a ativacdo dos queratindcitos através de marcadores de proliferagao

celular como o Ki-67 e a adesdo da célula matriz, pela marcacdo de Bl integrina. O

36



resultado foi que esse tipo de enxerto permite melhor embebicio na fase inicial da enxertia
e necessitam de menor suprimento sangiiineo a partir do leito subjacente. A ocorréncia da
ativacdo dos queratindcitos € razdo a mais que facilita a integracdo dos enxertos de

. 4
espessura parcial quando comparados aos de espessura total.

B - Contracao

Cerca de dez dias apds o implante, o enxerto j4 estd integrado iniciando-se entdo

a acdo de miofibroblastos e proteinas contrateis promovendo a contracdo do enxerto.

Os miofibroblastos (fibroblastos do tecido de granulacdo) adquirem
caracteristicas bioquimicas e ultra-estruturais de células musculares lisas, incluindo a
presenca de microfilamentos e a expressdo da actina alfa de musculo liso; devido a essa
caracteristica atribui-se a eles, além da funcdo retratil na contragdo das feridas, a sintese de
componentes da matriz extracelular. A fibronectina, elemento de sustentacdo da matriz

provisoria, desaparece quando as fibras coldgenas ja se encontram orientadas.

As conclusoes obtidas a partir dessas observacoes falam que os enxertos de pele
total, tendem a apresentar menor retracdo tecidual em relagdo aos parciais, devido a

pequena proporcao dos miofibroblastos e ao desaparecimento precoce da fibronectina.

STEPHENSON, et als (2000) realizaram um estudo cujo objetivo era avaliar a
suposicao de que os enxertos de pele humana de espessura total contraem minimamente.
Até entdo, a contragdo dos enxertos de espessura total nunca havia sido mensurada em
humanos. Cingiienta enxertos foram acompanhados por fotografias com mensura¢do da
contracdo, em seguimento de oito meses. Parametros avaliados, como idade, drea doadora

do enxerto e tamanho inicial do defeito, ndo mostraram diferenca significativa relacionada
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a contragdo. Na presenca de infec¢do a contracao foi de quase metade da drea inicial, e, em

AL e . , . .. . 143
sua auséncia, enxerto/leito receptor contrairam-se em um ter¢o da drea inicial.

YAMAGUSHI et als, 2000. também avaliaram a contragdo usando enxertos de
diferentes espessuras em feridas com profundidades variadas. Feridas superficiais cobertas
com pele de espessura total contraiam mais do que se cobertas com pele de espessura
parcial. Feridas que atingiam a fascia muscular, se cobertas com epiderme pura ou enxerto
de pele de espessura parcial, apresentavam contracao maior do que se cobertas com pele de
espessura total. Tais resultados sinalizam para a necessidade de ajustar a espessura do

enxerto a profundidade da ferida®?

RUSZCZAK Z; SCHWARTZ R.A (2000), relatam o uso de tecidos dérmicos
acelulares sdo sugeridos para o tratamento de queimaduras extensas e eles sdo obtidos por
remog¢do dos componentes celulares presentes nos tecidos, uma vez que sdo as cé€lulas as
responsaveis pela ativacdo da resposta imunoldgica. A auséncia das estruturas celulares

. - - . e . 44
provoca pouca inflamacao, ndo levando a rejeic@o do tecido transplantado.

z

Outra opcdo para a cobertura das ulceras € com pele cadavérica fresca ou
armazenada, ou, ainda, pele animal, que € de reconhecido valor em grandes queimados. Sua
aplicacdo promove oclusdo da ferida, e assim o ambiente permanece umido, tendo sua
granulacdo, neovascularizacdo e conseqiientemente cicatrizacdo aceleradas. Por serem
fortemente imunogénicas, com o passar de alguns dias, s@o rejeitadas. Sofre rejeicao devido
a presenca de antigenos do doador que estimulam a reacdo imunoldgica. Sua rejeicao é
anunciada por uma vasodilatacdo seguida da aparéncia de circulagdo lentificada. Completa
cessacao do fluxo sangiiineo ocorre na maioria dos aloenxertos de pele humana vidvel entre

sete e dez dias. Ela entdo se torna seca e se desprende espontaneamente de seu sitio de
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implanta¢do. O uso de aloenxertos de pele cadavérica € mais seguros e economicamente
vidveis do que outras coberturas bioldgicas tempordrias, como Xxenoenxerto porcino e
membrana aminidtica. Apresentam rdpida aderéncia e menor potencial de antigenicidade

em comparacdo com as demais.

Essas coberturas temporarias muitas vezes sao usadas com o intuito de preparar
o leito da ferida para uma cobertura definitiva. Sobre areas avasculares, como defeitos
sobre ossos e cartilagens, esses enxertos aumentam dramaticamente a formagdo do tecido
de granulagdo, aumentando a possibilidade de integracdo de um enxerto autdlogo

seqiiencial.

Virios trabalhos demonstram a seguranca do uso da pele cadavérica, isentando-
a do risco de transmissdo de agentes infecciosos vidveis. Para minimizar o risco de
transferéncia de doencas, os bancos de pele seguem protocolos submetendo o doador

caddver a uma rigorosa analise soroldgica.

Outra preocupacdo se refere a contaminacido do enxerto por bactérias. OBENG
et als. em estudo microbioldgico envolvendo a pele de 1.112 doadores, demonstraram taxa
de contaminacdo de 4,9%. Apesar da limpeza realizada com antissépticos antes da coleta e
posterior incubagdo da pele em recipiente com antibidticos, o controle microbiolégico dos
enxertos deve ser feito de rotina, e, quando detectada a contamina¢do desse material, deve

4
ser descartado.®

A realizacdo de enxertos e retalhos é uma opg¢ao ja fundamentada para o
fechamento das tlceras cutineas, mas envolve algumas dificuldades como drea doadora,
necessidade de procedimentos anestésicos, além de custos hospitalares de grande monta.

Com base nessas dificuldades, iniimeros autores iniciaram estudos para viabilizar um tipo
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de tratamento que possibilitasse a cobertura dessas lesdes de forma menos agressiva ao
doente, principalmente os que possuam drea doadora escassa € com menores custos

hospitalares, iniciando-se entdo a pesquisa sobre o cultivo celular.

O cultivo celular pode ser definido como um conjunto de técnicas que permitem
cultivar ou manter células isoladas fora do organismo onde existem, mantendo as
caracteristicas proprias; esse material pode ser obtido através de doadores humanos,

animais ou vegetais.

A obtencdo de células para realizacdo de culturas € obtida através da
desagregacdo mecanica e ou enzimdtica do tecido base, com colocacdo dessas células em

meio previamente selecionado para o desenvolvimento da cultura pretendida.

O historico das pesquisas tem relatos ja a partir do século XIX, mas sé no inicio
do século XX, Carrel demonstra que as células podem crescer e se reproduzir fora do
organismo. Os relatos que se seguem contam a cronologia dos mais importantes eventos

) 7.47,48,49,50,51
relacionados a cultura celular.

Em 1885 o pesquisador ROUX, declara que as células embriondrias de galinha

podem ser mantidas vivas em solucao salina (fora do corpo do animal).

VON MANGOLDT (1895)- Relata que transplantes de células epiteliais, em
matrizes apropriadas, demonstraram serem efetivos na cobertura de ulceracdes de pele

antes mesmo de 1895.%

HARRISON (1907 )— Descreve uma descoberta da neurobiologia, cada fibra

nervosa € produto de uma tnica célula nervosa e ndo a fusio de muitas.
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ROUX ( 1910) . Descobriu através de seu estudo um virus RNA (virus de
sarcoma de Rous) , encontrado em células de galinha , que era capaz de induzir a formagao

de um tumor nessas aves.

BURRONS ( 1910 ) — Incorpora soro nos meios de cultura, ele € o primeiro a

observar mitoses “ in vitro “

CARREL (1913 )— Prémio Nobel de 1912 de Medicina. Descobre que células
podem crescer por periodos longos em cultura, desde que sejam “alimentadas”

regularmente, sob condi¢des assépticas.

EARLE ( 1948 ) — Isola um unica célula da linhagem das células L e mostra que

elas formam clones de células em cultura de tecidos.

GEY (1952 ) — Apresenta uma linhagem continua de células derivadas de um
carcinoma cervical humano, que mais tarde se tornou bastante conhecida como linhagem de

células Hel a.

LEVI-MONTALCINI ( 1954 ) — Descobrem que o factor de crescimento do

nervo (NGF) estimula o crescimento dos axénios em cultura de tecidos.

PUCK (1956) — Selecionou células mutantes com requerimentos de

crescimento, alterados a partir de cultura de células HeLa.

TEMIN e RUBIN ( 1958) Baseando-se na descoberta feita por ROUX,
purificam o virus descoberto e desenvolvem um ensaio quantitativo para infec¢do de

células de galinha em cultura.

HAYFLICK e MOORHEAD (1961)-Declaram que fibroblastos humanos ,

podem permaneccer se multiplicando em cultura durante um tempo finito e que apds isso
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morrem. Foram os primeiros a utilizar antibiéticos em meios de cultura para evitar

contaminacao.

LITTLEFIELD ( 1964)— E o primeiro a desenvolver um meio especifico para o
crescimento selectivo de células somaticas hibridas o HAT. Juntamente com a técnica de

fusdo das células, tornando acessivel a genética de células somaticas.

KATO e TAKEUCHI ( 1964)— Conseguem desenvolver uma planta completa

de cenoura, em cultura de tecidos, a partir de uma unica célula da raiz da cenoura.

HAM (1965) — Desenvolve um meio definido ( HAM F -10 ), sem soro, capaz

de suportar o crescimento clonal de certas células de mamiferos.

HARRIS E WATKINS ( 1967)— primeiros heterocarions hibridos resultantes de
manipulacdo génetica de células de mamiferos, através da fusdo de células humanas e de

camundongo, induzida por virus.

AUGUSTI-TOCCO e SATO (1968)— adaptam um tumor de célula nervosa de
camundongo (neuroblastoma) a cultura de tecidos e isolam clones que s@o electricamente

excitdveis e que estendem os prolongamentos nervosos.

KOHLER e MILSTEIN (1975)— Produzem a primeira linhagem de células de

hibridoma secretoras de anticorpos monoclonais.

RHEINWALD Y GREEN (1975)—_Descrevem técnica para cultura de

queratindcitos com crescimento em base de fibroblasto.

SATO (1976 ) — Publica a primeira série de trabalhos mostrando que diferentes
linhagens de células necessitavam de diferentes misturas de hormonas e de factores de

crescimento para crescerem em meio sem soro, indefinidamente.
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MARTIN e EVANS (1986)— isolam e cultivam células embrionarias

totipotenciais do rato estaminais.

TOMSON e GEARHART (1998 ) — isolam células embriondrias humanas e

conseguem manté-las vidveis fora do organismo .

Na década de cinquenta do século vinte, iniciaram-se os estudos, a fim de se
encontrar um meio de cultura ideal para o cultivo de células; os primeiros continham
plasma de galinha, extrato de embrido bovino e soro de corddao umbilical. Pela quantidade
de materiais utilizados ndo se sabia especificamente quais as reais necessidades de

nutrientes para o crescimento celular in vitro .

HARRY EAGLE (1959), descobriu uma formula com componentes essenciais
para a reproducao de células humanas em laboratorio; foi o pesquisador das -- células HeLa
e células L. Seu meio de cultura apresentava mistura de sais, carbohidratos, aminodcidos e
vitaminas suplementadas com soro de proteinas. Esse meio € usado até hoje e gracas a ele
os cientistas foram capazes de cultivar uma variedade de células com condicdes basais

definidas.*’

A cultura de células podem ser divididas em dois tipos:

1.Cultura primadria: cultura preparada directamente de tecidos de um organismo, com

ou sem passo inicial de fraccionamento das células.

2.Cultura secunddria: as células cultivadas foram retiradas de uma cultura primaria; elas

podem ser repetidamente subcultivadas desta forma por semanas ou meses.
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Uma das maires vantagens da cultura celular é a possibilidade de isolamento de
células, sem qualquer tipo de alteracdo genética. E formada uma populagio uniforme, que

além de proporcionar uma andlise bioquimica favorece um implante mais seguro.

O desenvolvimento das técnicas de cultivo celular tem seu inicio de forma real a
partir da década de 70, através de varios pesquisadores, dentre eles, Martin Evans, que
conseguiu isolar células de um teratoma e provou que ,sob condi¢des adequadas poderiam
ser reproduzidas e modificadas; com base nessas descobertas observou-se que a maioria
das células poderia ser isolada e cultivada desde que sob condi¢des especificas para cada

linhagem.

Na segunda metade do século XX, além do grande desenvolvimento de
curativos e de técnicas cirurgicas que passaram a possibilitar a realizacdo de enxertos de

pele de forma mais segura e eficaz, desenvolveu-se o interesse pela engenharia de tecidos.

A bioengenharia integra a Fisica, a Quimica e a Matemdtica com principios de
engenharia, direcionando-as para o estudo da Biologia, Medicina, Odontologia e Saude de
uma forma geral; ela aperfeicoa conceitos fundamentais, traduz conceitos do nivel
molecular para o organico, e desenvolve e fabrica inovacdes bioldgicas, aperfeicoando
biomateriais, processos, implantes médicos e dentdrios para promover a saude, prevenir
doencas, criar e aperfeicoar diagnosticos e tratamentos para melhorar a saude de todas as
pessoas (SLAVKIN et al., 1999).%

Aos poucos, com o desenvolvimento da biologia molecular e da engenharia de

tecidos foi sendo observado que, para se obter tecidos complexos em laboratério, era

necessdrio reproduzir in vitro condi¢cdes encontradas in vivo.
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Em relagdo aos queratindcitos sabe-se que formam quase 90% das células da
epiderme e sdo os que a regeneram depois dos ferimentos; eles também realizam
processos nas células endoteliais, que sdo as que restabelecem o fluxo do sangue na pele

danificada.

A primeira descric@o de cultura de queratindcitos foi feita por BILLINGHAM e
REYNOLDSI (1952). Em 1975, PRUNIERAS (1975) publicou trabalho sobre técnicas de
culturas de células de pele. Ainda em 1975, RHEINWALD e GREEN (1975) publicaram
um dos primeiros trabalhos descrevendo uma técnica de cultura de queratindcitos levando a
formacdo de um equivalente epidérmico rudimentar (queratindcitos em multiplas camadas,
com presenca de queratinizacdo discreta nas camadas superficiais).7’53’54’55

RHEINWALD e GREEN (1979) levantaram a possibilidade do uso desse
equivalente epidérmico obtido em laboratério a partir da cultura de queratindcitos isolados
como enxerto in vivo.’

O primeiro método laboratorial que sugeriu recombinar elementos dérmicos e
epidérmicos in vitro foi descrito por FREEMAN et al. (1976). Nesse método, pequenas
amostras de pele humana eram cultivadas sobre pedagos de pele porcina morta. Esses
pedacos de pele de porco eram retirados como enxertos finos de pele com um dermitomo
elétrico e, entdo, esterilizados por exposi¢do a raios gama. Para iniciar uma cultura, uma
amostra de pele porcina morta era cortada com uma tesoura e colocada sobre uma grelha
metdlica, com a epiderme voltada para baixo, de tal forma que a derme profunda (reticular)

ficava exposta. Sobre essa derme, eram colocados pedagos de pele humana (enxertos finos)

“viva”, de aproximadamente 2,0 X 2,0 mm. As grelhas contendo a pele porcina morta com
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as amostras de pele humanas eram entao colocadas em placas de Petri, com meio de cultura
para crescimento celular suficiente para cobrir todas as grelhas e embeber a pele porcina,
mantendo o sistema em interface ar-liquido. Com isso, as células epidérmicas humanas
iniciavam seu crescimento ao redor das amostras de pele humana. Apds cerca de 2 a 3
semanas, essas c€lulas epidérmicas cobriam totalmente a pele (derme) porcina morta e a
pele humana inicialmente colocada sobre a pele porcina se destacava. Fibroblastos nao se
desenvolviam nesse tipo de cultura celular.

O sistema demonstrado por FREEMAN er al. (1976), embora bastante
interessante, foi bastante criticado, uma vez que as células epidérmicas in vivo ndo crescem
sobre a derme reticular (profunda) e ndo sofrem maturacdo (presenca intracelular de
granulos de glicogénio) sem contato com a membrana basal.”

Baseado nisso, REGNIER er al. (1981), modificaram e aperfeicoaram o trabalho
de FREEMAN et al. (1976), realizando culturas de queratindcitos humanos sobre uma
derme porcina morta em que era mantida a lamina basal. O cultivo, portanto, era realizado
sobre a membrana basal presente na derme lamelar, simulando condi¢des bem mais
préximas aquelas encontradas in vivo. Com esse trabalho, REGNIER et al. (1981)
conseguiram obter uma epiderme humana reconstruida in vitro com varias camadas,
incluindo a camada cdérnea, e demonstraram a presenca intracelular de glicogénio em
queratindcitos nas camadas epidérmicas intermedidrias (camadas espinhosa e granulosa).
Demonstraram, também, que era fundamental manter as células em uma interface ar-
liquido para que a sintese de queratinas fosse possivel>>~%>’

PRUNIERAS et al. (1983) descreveram um método de cultivo de queratindcitos
humanos in vitro, expondo as células epidérmicas a uma interface ar-liquido, sobre um

substituto dérmico que consideraram mais fisiol6gico que a derme lamelar de porcos. O
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substituto escolhido foi uma derme humana morta desepidermizada (DED). Para a obtencao
dessa DED, pequenos fragmentos de pele humana, retirados como enxertos finos de pele,
eram colocados em soro fetal bovino por cerca de 10 dias e, entdo, com o uso de uma
pequena espatula, a epiderme era raspada mecanicamente e totalmente separada da derme.”

A DED era entio colocada sobre grelhas metdlicas e, sobre ela eram colocadas
células epidérmicas (queratindcitos) em suspensdo, previamente cultivadas, e o sistema era
mantido em interface ar-liquido, como descrito no método descrito por FREEMAN et al.
(1976). Assim, sobre essa DED, foi possivel desenvolver uma epiderme humana
perfeitamente diferenciada, com maturagdo celular (granulos intracelulares de glicogénio),
hemidesmossomos e filamentos extracelulares de adesdo (“gap junctions”), ao contrario do
observado no método de FREEMAN et al. (1976).55’56

PRUNIERAS et al. (1983) relataram a importancia da adi¢do de cdlcio aos
meios de cultura, na concentracdo de 1.5 mM, para que ocorresse a formacdo de uma
epiderme completamente diferenciada (multiplas camadas). Mais tarde, estudos
desenvolvidos por BESSOU er al. (1995) e HOELLER ef al. (2001) reforcaram a
importancia da presenca de fons cdlcio nos meios de cultura para a formagdo da epiderme,
além da exposicdo dessa epiderme ao ar (interface ar-liquido) durante a gé€nese tecidual,
para que ocorresse a formagao da camada cornea. SUPP et al. (1999) demonstraram que a
restauracdo funcional da epiderme in vitro (queratinizagcdo, fornecendo funcdo de barreira
mecanica) € estimulada por exposicdo tecidual ao ar (interface ar-liquido), com incubagdo
em condicdes de baixa umidade.55,58,59

BESSOU et al. (1995) demonstraram a possibilidade de se obter uma epiderme
humana reconstruida ex vivo, com queratindcitos e melandcitos, que colocados sobre uma

DED (similar ao demonstrado por PRUNIERAS et al., 1983), com uma razdo de 1:20 entre
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melandcitos e queratindcitos, formavam uma epiderme bem diferenciada, com melandcitos
normais, que mantinham seu potencial de produzir melanina sob estimula¢ido de radiacio
UVB.358

REGNIER et al. (1997) introduziram células de Langerhans no modelo proposto
por BESSOU et al. (1995), durante a formagdo da epiderme, obtendo, assim, uma epiderme
humana reconstruida in vitro com funcio imunitdria. Essas células de Langerhans foram
obtidas através do isolamento de células progenitoras hematopoiéticas de sangue de cordao
umbilical, que depois eram induzidas a se diferenciarem em células dendriticas
(Langerhans) por fator estimulante de coldnias de macréfagos (GM-CSF) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a). Modelos de epiderme humana reconstruida in vitro contendo células
de Langerhans também podem ser obtidos isolando-se essas células a partir de sangue
periférico, conforme demonstraram REGNIER ez al. (1998).7% %¢!

BOLIVAR-FLORES e KURI-HARCUCH (1999) obtiveram sucesso ao
tratarem dez pacientes portadores de ulceragdes cronicas de pele em membros inferiores,
decorrentes de estase venosa ou diabete, com células epidérmicas humanas alogénicas
congeladas, provenientes de culturas celulares. Segundo TERSKIKH e VASILIEV (1999),
em muitos casos, aloenxertos de queratindcitos provenientes de culturas celulares
promovem o fechamento de ulceracdes de pele através de estimulacdo da epitelizacdo
autdgena no leito da ferida pelas células al6genas. H12

RONFARD et al. (1991) utilizaram cola de fibrina como suporte bioldgico para
enxerto de queratindcitos em 2 pacientes vitimas de queimaduras, resultando em

epitelizacdo das dreas afetadas, com formacdo de epidermes estratificadas e bem

diferenciadas. HORCH er al. (1998), utilizando uma malha de cola de fibrina com
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queratinécitos humanos cultivados em seu interior, compararam, em ratos, a integracao e
qualidade desse substituto de pele com enxertos de pele humana convencionais,
demonstrando uma epiteliza¢do mais rdpida do que com o uso de enxertos convencionais e

P ~ . 62,63
com mesmo indice de contrag¢do do leito receptor.

COULOMB B,(1998), descreve que ndo existe a necessidade de grandes
extensdes de pele para que o cultivo dos querdtindcitos seja realizada, prova que com
amostras de pele sa entre meio e dois centimetros a velocidade de obtencao das células era

, . ~ , 48
a mesma que em amostras de 12 a 15 centimetros até entio extraidas.

LAN et als (1999), descreve quatro técnicas para o cultivo de queratindcitos, trés
com base em pele artificial, cada uma com espessura e forma diferentes e apenas uma com

bases em fibroblastos, chegando a conclusido que a ultima apresenta melhores resultados.®*

NAVARRO et als( 2000),em seu estudo mostra que a colocacdo de
queratindcitos em forma de spray em uma regido que apresente dano tecidual, seja ele qual
for, acelera o processo de cicatrizacdo em relagdo a colocacdo das bases tissulares com

Co . 49,50
queratindcitos e fibroblastos.

HORCH et als. (2001) aplicaram queratindcitos suspensos em cola de fibrina
(Tisseel®) sobre tlceras cronicas de pele em dez pacientes, obtendo fechamento completo
ou proximo disso em praticamente todos. 6

RONFARD et als. (2000) demonstraram que uma epiderme reconstruida a partir
de células autélogas (queratindcitos) associadas a uma matriz de fibrina tem a capacidade
de se renovar e se auto-reparar por anos.’

O conceito de uma derme artificial foi introduzido por YANNAS et al. (1977),

que idealizaram uma pele artificial de estrutura bilaminar, composta por um filme de
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silicone denso e por uma esponja porosa de coldgeno contendo condroitina-sulfato. O uso
dessa pele artificial para aplicacdo clinica em defeitos de pele (feridas) foi inicialmente
desenvolvido por YANNAS e BURKE (1980), YANNAS et al. (1980), DAGALAKIS et
al. (1980) e por BURKE et al. (1981). Foi observado que a membrana densa de silicone
agia como um obstdculo, prevenindo infec¢des bacterianas e controlando a perda de fluidos
corporais, e que a esponja de coldgeno e condroitina-sulfato era biodegraddvel e permitia o
influxo de fibroblastos dérmicos a partir do leito da ferida (BURKE, 1983).70’71’72

KIM et al. (1999) sintetizaram um substituto artificial de pele utilizando uma
esponja de colageno com duas superficies de diferentes densidades e com poros de
diferentes didmetros. Na camada mais profunda da esponja foram injetados fibroblastos e
na superficie foram semeados queratindcitos. O sistema foi entdo mantido em interface ar-
liquido e aproximadamente cinco dias apds havia cerca de 10 camadas de queratindcitos e
os fibroblastos ocuparam todo o interior da esponja de Colélgeno.73

KREMER et al. (2000) realizaram estudo demonstrando que um substituto
dérmico constituido de coldgeno bovino, condroitina-6-sulfato € uma membrana de silicone
manufaturada (Integra®), com queratindcitos humanos semeados em sua superficie,
induziu a formacdo de um substituto de pele que, quando enxertado em ratos, levou a
formacdo de uma epiderme perfeitamente diferenciada, com pouca contragdo do enxerto. A
aplicacdo do Integra®, previamente a realizacdo de um enxerto de pele autégeno, para
correcdo de contratura cervical anterior em pacientes vitimas de queimadura, induziu a
formacdo de uma neoderme, com caracteristicas histoldgicas e biomecanicas semelhantes
as da derme humana normal, fornecendo resultados cosméticos superiores ao uso de

enxertos autlogos isolados, segundo HUNT et al. (2000).”*"
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GALASSI et al. (2000), realizaram cultivo de fibroblastos in vitro dentro de
uma matriz dérmica composta de benzil-éster de dacido hialurénico (HYAFF®) e,
posteriormente, enxertaram esse substituto dérmico obtido em dois pacientes (um com uma
ferida cirdrgica pds-resseccao de epitelioma em escalpo e outro com uma ulcera sacral de
decubito), com formagao de nova derme e fechamento completo das feridas; no primeiro
caso apés enxertia de epiderme sobre a neoderme e no segundo caso por epitelizacdo a
partir das bordas da derme neoformada.”®

Enxertos finos de pele sao vascularizados (apds a enxertia) por uma combinagdo
de processos, que incluem inoculacdo e neovascularizagdo. Inoculacdo é a anastomose de
capilares do leito da ferida do receptor aos diversos vasos terminais da derme do enxerto, e
esse € tido como o mecanismo da vascularizacdo precoce do enxerto (YOUNG et al.,
1996). A neovascularizacdo € o crescimento de novos capilares do leito da ferida para
dentro do enxerto de pele, e esse processo ocorre mais tardiamente; estudos indicam que
células endoteliais do hospedeiro (receptor) ndo aparecem nos capilares dérmicos do
enxerto antes de uma semana ap0s a enxertia (YOUNG et al., 1996).

A vascularizagdo de substitutos de pele cultivados em laboratério, quando
enxertados in vivo, ocorre somente através do processo de neovascularizagdo, € 1isso
contribui muito para a perda desses substitutos, uma vez que ha aumento do tempo para re-
perfusdo, isquemia mais prolongada e conseqiiente privacdo de nutrientes e oxigénio para
as células enxertadas (BOYCE et al., 1996).

SUPP et al. (2000), modificaram geneticamente queratindcitos cultivados in
vitro, através da utilizacdo de um retrovirus (citomegalovirus) que promoveu a producdo de
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) pelo é4cido ribonucléico (RNAm) desses

queratinécitos. O VEGF € expresso pelos queratindcitos normais durante o fechamento de
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uma ferida, ao longo do periodo de neovascularizagdo da pele (FRANK et al., 1995). Como
o VEGF secretado pelos queratindcitos epidérmicos tem um efeito mitogénico nas células
endoteliais da microvasculatura dérmica (DETMAR et al., 1995), a modulacdo dos niveis
de VEGF na epiderme pode acelerar e potencializar a vascularizacdo da pele. Baseados
nesses conhecimentos, SUPP et al. (2000), idealizaram um substituto dérmico composto de
fibroblastos e queratindcitos modificados, capazes de expressar VEGF, que quando
enxertado em ratos atimicos, exibiu um grande ndmero de vasos dérmicos
(neovascularizacdo) em curto periodo de tempo (trés dias) quando comparado com
controles com queratindcitos ndo modificados geneticamente (10 a 14 dias).’"787-8081

O dermatan sulfato proteoglicano II (DSPG II) e sua proteina central, decorina,
presentes na derme humana, foram identificados por MUIR et al. (1997) e por STEWART
et al. (2001), como diretamente envolvidos na inibi¢do da proliferacdo dos fibroblastos em
ferimentos em cicatrizagdo, prevenindo, assim, a formacdo de tecidos de granulacdo ou
cicatrizes hipertroficas.

EL-SHEEMY et al. (2001) demonstraram que uma matriz de colageno mantida
em meio de cultura, com fibroblastos humanos em seu interior, sofre uma contragdo
(causada pelo crescimento e multiplicacio dos fibroblastos em seu interior) acentuadamente
menor quando exposta a um extrato da derme a partir da qual esses fibroblastos foram
originalmente obtidos; reforcaram, assim, a teoria de haver na prépria derme humana
substancias que regulam ndo sé a multiplicacdo e crescimento dos fibroblastos, mas
também sua inibicdo.***5*

MA et al. (2001), em trabalho utilizando fibroblastos fetais humanos,

concluiram que, em engenharia de tecidos, materiais utilizando condroitina-sulfato,

associada a uma membrana de silicone densa apresentam vantagem sobre materiais
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utilizando somente coldgeno quando se visa reconstru¢do de pele in vitro, uma vez que o
coldgeno sozinho permite maior contragdo de sua matriz pelos fibroblastos.®
Segundo JOHNEN et al. (2001), o uso de membranas biodegraddveis € o topico
mais atual envolvendo sistemas para proliferacdo celular in vitro e a transferéncia dessas
células para um determinado ferimento; o crescimento de queratindcitos e fibroblastos in
vitro, origindrios de um mesmo espécime, apresenta vantagens para ambos o0s tipos
celulares.®®
Embora os mecanismos de acdo de um tecido (pele) obtido por
bioengenharia e colocado sobre um ferimento ndo sejam perfeitamente claros, foi levantada
a hipotese de que as células vivas dentro de substitutos artificiais de pele sejam
“inteligentes” em termos de bioengenharia. Este conceito sugere que as células sdo capazes
de distinguir e se adaptarem ao meio ambiente em que se encontram, € de agirem
apropriadamente em relacio ao reparo do tecido em que se encontram, regulando a dose e a
seqiiéncia de mediadores (interleucinas) produzidos, € 0 momento exato de liberacdo de
citocinas e fatores de crescimento celulares, como sugerido por trabalhos de FALANGA et
al. (1998), PHILLIPS (1998) e FALANGA (2000). FALANGA et al. (2002), utilizando um
substituto dérmico (HBSS, Organogenesis, Canton, MA, USA; licenciada pela Novartis
Pharmaceuticals, East Hanover, NJ, USA) contendo componentes dérmicos (fibroblastos)
dentro de uma membrana de coldgeno compacta sob uma epiderme corneificada,
demonstraram que um substituto dérmico contendo células vivas é capaz de expressar
respostas celulares e moleculares ap6s lesdes teciduais in vitro, compardveis as respostas
observadas in vivo, e sugerem que a cicatrizagdo acelerada observada em ferimentos in

vivo, nos quais sido utilizados substitutos de pele contendo células vivas, se deva a
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habilidade desses substitutos em produzir citocinas e fatores de crescimento
celulares,®"#5-5%

Ainda em 1999, RADHIKA et al., utilizando diferentes tipos de matrizes de
coldgeno bovino, demonstraram que as células (queratindcitos e fibroblastos) que foram
cultivadas no interior dessas matrizes ndo apresentavam alteracdes morfoldgicas e de suas
propriedades bioquimicas e funcionais.”'

STOCK e VACANTI (2001), em um trabalho de revisdo sobre engenharia de
tecidos, confirmaram que a abordagem mais atual e com melhores perspectivas para se
obter tecidos complexos em laboratérios € o uso de matrizes biodegraddveis para servirem
de “moldes” para direcionarem o crescimento celular. Estas matrizes sdo normalmente
preenchidas com células vivas, derivadas de bidpsias ou de células pluripotentes, que se
proliferam, organizam e produzem matrizes celular e extracelular. Durante a formagao das
matrizes celular e extracelular pelas células, a matriz artificial inicial (“molde”) ¢é
degradada, absorvida ou metabolizada.””

PONEC et al. (2001), concluiram que para que um equivalente de pele humana
seja utilizado para propdsitos cientificos, entre os pré-requisitos basicos encontram-se”-

e A formagio, na epiderme, de um estrato corneo in vitro, constituindo uma barreira
mecanica semelhante aquela encontrada in vivo;

e A producdo de corpusculos lamelares de glicogénio intracelulares, que devem estar
presentes na camada granulosa da epiderme;

e Aspecto lamelar (cuticular) da epiderme.

WELSS et al. (2004), em trabalho de revisao, relataram que o parametro mais

utilizado para se testar a toxicidade de substancias aplicadas em equivalentes de pele in
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vitro € a medida da viabilidade celular e da integridade das membranas celulares.
Entretanto, observaram que o “European Center for the Validation of Alternative
Methods”, 6rgdo europeu responsavel pelo desenvolvimento de novos métodos para testes
de substancias, concluiu que a citotoxicidade in vitro, isoladamente, ndo demonstra a real
toxicidade de uma substdncia, e que, testes mais especificos, com dosagens de
biomarcadores (citocinas, por exemplo), devem ser realizados. Entre esses testes,
verificaram que as dosagens de interleucinas 1, 6, 8 e 10, de fator de necrose tumoral
(TNF),e de metabdlitos do 4cido aracdbnico, como prostraglandinas, tromboxanos e
leucotrienos, representam excelentes opgdes.

Segundo WELSS er al. (2004), a dermatite de contato, com manifestacdes
clinicas que variam desde eritema local até dor e edema generalizado, ¢ um dos efeitos
adversos a exposi¢do de substancias tOpicas mais observados em humanos. Em virtude
disso, novos produtos quimicos, de uso topico, sdo inicialmente avaliados quanto aos seus
potenciais alergénicos, através da aplicacdo em animais. Ainda, segundo os mesmos autores
(WELSS et al., 2004), como esses testes em animais podem causar-lhes desconforto e dor,
tem sido cada vez mais freqiiente a proibi¢do de pesquisas envolvendo seres vivos, o que
tem estimulado muito o uso de equivalentes de pele in vitro para a realizagdo destes
testes.”*

POUMAY et al. (2004), descreveram um método para obtencdo de uma
epiderme humana reconstruida in vitro, a partir da cultura de queratindcitos de diferentes
doadores sobre uma membrana de policarbonato, sem a presenca de substitutos e/ou
elementos dérmicos. Relataram 4 utilizagdo dessa epiderme, constituida somente de
queratindcitos, para estudos in vitro da toxicologia de duas substincias, uma irritante

(benzalconio cloridro) e outra sensibilizante (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno). A toxicidade
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dessas substancias foi medida através da viabilidade celular e da dosagem de interleucinas
1 e 8 (ELISA) ap6s a aplicacao dessas substancias, na camada cornea da epiderme.95

EHRLICH (2004) relatou bons resultados no fechamento de ferimentos de pele
em ratos, utilizando uma matriz de coldgeno com fibroblastos cultivados em seu interior e
queratindcitos depositados sobre essa matriz. Concluiu haver grande facilidade na
integracdo do equivalente de pele enxertado no leito receptor em ratos, o que nio ¢é
observado em humanos, mas nio conseguiu elucidar o porqué dessa diferenca”

MARGULIS et al. (2004) descreveram método para obtengdo de um
equivalente de pele que apresentou arquitetura tecidual semelhante a observada in vivo;
relataram como realizar culturas isoladas de queratindcitos e fibroblastos e como formar um
equivalente de pele a partir da cultura simultinea de fibroblastos dentro de um gel de
colageno e de queratindcitos sobre esse gel.

Em 2004, NAVSARIA et al. publicaram descricio de uma técnica de
reepitelizagdo completa, com formagdo de foliculos pilosos, utilizada em um paciente com
queimadura de escalpo. Tal técnica baseou-se na colocagdo de uma matriz de coldgeno
(Integra®) sobre o leito da queimadura, e posterior enxertia de foliculos pilosos sobre a
neoderme formada, 12 dias apds, utilizando-se técnica de micro-enxertos para foliculos
pilosos. A epitelizacdo completa de metade do escalpo ocorreu 28 dias apoOs a queimadura.
Os autores acreditam que a epitelizacdo ocorreu a partir das células pluripotentes presentes
nos foliculos pilosos, resultando em um epitélio que expressou citoqueratinas 1 e 10
(marcadores para epiderme maturada presentes em pele normal) e ndo expressou
citoqueratinas 6 e 16 (marcadores para hiperproliferacao epitelial presentes em ferimentos

mas ndo na pele normal) apés 1 ano de enxertia (NAVSARIA et al., 2004).°7
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REHDER et als ( 2004), demonstram que € possivel obter uma epiderme
humana reconstruida in vitro completamente diferenciada a partir da cultura de

L ‘. . . 51
queratindcitos e melandcitos sobre uma derme humana morta desepidermizada.

GRAGNANI et als (2007), descreve uma técnica de preparo do cultivo de
queratinécitos, que compara o uso da tripsina e da termolisina. Comparado ao método
convencional, os experimentos mostraram que no grupo da termolisina mostrou facilidade
para a separacdo entre a epiderme e derme, ndo houve contaminac¢do por fibroblastos e

. . L N . , . . e 99
produziu um maior nimero de coldnias formadas, com diferenca estatistica significante.

Sabe-se que, em se tratando de doencga venosa cronica, em estigios avangados,
como quando existe presenca de ulceras, o simples fechamento dessa lesdo, ndo traz a cura

ao doente.

Inumeras s3o as pesquisas para a solucdo desse quadro, ou seja, tratar a

insuficiéncia venosa cronica.

Os mais recentes trabalhos, vém comprovando através de seus estudos clinicos,
que a incompeténcia das valvulas venosas causadas pelo processo inflamatério cronico
levando a distirbios do padrdao do fluxo venoso, sdo importantes agentes na patogénese
dessa doenca. Tais observacdes, motivaram a uma possivel intervensdo farmacoldgica para

se tentar prevenir € mesmo tratar essa afeccao.

BERGAN et als ( 2006), descrevem em seu estudo que a incompeténcia valvular
venosa,é uma das principais causas da hipertensdo venosa cronica; sendo que, essa lesdo da

valvula venosa se deve a um processo inflamatério precoce, onde a presenca dos leucécitos
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junto aos folhetos valvares desencadeia a liberagdo de enzimas proteoliticas, o que resulta

. , 100, 101
em danos estruturais a valvula.

KISTNER et als ( 1996 ), descreve que a disfuncdo da valvula venosa, além de
propiciar o refluxo sanguineo, causa também alteracdes no fluxo de sangue ao redor do seio
valvar o que dificulta a oxigenacdo do mesmo, causando alteragdes hemodindmicas, que

) . . ‘- . 102
induzem a reagdes inflamatdrias locais.

BERGAN E GEERT, et als ( 2006 )em seu estudo conseguiu confirmar que o
uso da Diosmina450 mg + Hesperidina 50 mg Micronizada conseguiu reduzir de forma
significativa marcadores da reacdo inflamatdéria, como a quantidade de granuldcitos e
macrofagos, além da infiltracdo por linfocitos T; diminuindo o dano as vdlvulas,

- ~ 102,103,104,105,106
dificultando a progressao da doenca.

A doenca venosa cronica prolongada, gera danos na microcirculacio, causando
extravasamento de liquidos, proteinas e globulos vermelhos para o espaco intersticial,
levando ao edema e ao processo inflamatorio.

Em individuos sauddveis os leucdcitos circulam livremente pelos capilares
sanguineos; nos portadores de doenca venosa cronica, moléculas de adesao leucocitéria sao
expressas em maior quantidade. Isso ocorre, pelo processo inflamatério cronico. Esse
quadro leva a degranulagdo leucocitéria, o que piora a inflamacdo e leva a danos da micro
circulacao

RAMELET, BOISSEAU, ALLEGRA, NICOLAIDES, CAMEROTA et als (

2008), relatam o uso de drogas que auxiliam no tratamento da doenca venosa.
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Os medicamentos ditos venoativos, compde um grupo heterogénio de drogas, na
sua maioria de origem vegetal — flavondides.. O seu uso vem sendo comprovado por
indmeros estudos duplo cego onde a reducio da dor e do edema é comprovado.

O mecanismo de acdo dessas drogas consiste em agir na parede das vdlvulas,

diminuindo a agregac¢do leucocitdria e o processo inflamatério.

Os flavondides, aqui citando a diosmina hesperidina micronizada, t€m como
acdo principal inibir as moléculas de adesdo leucocitdria, evitando assim, a degranulagdo e
o conseqiiente dano 4 microcirculagido, como € micronizada em sua totalidade, ou seja, suas
particulas sdo inferiores a dois micrometros o que possibilita sua total absorc¢do,
melhorando a eficdcia e a protecdo venosa, oferecendo melhores beneficios clinicos ao

107,108,109,110,111,112
doente.

A aplicagdo do enxerto de queratindcitos autélogos, associado ou nao, ao uso da
Diosmina Hesperidina micronizada, necessitava de uma avaliagdo para quantificacdo da
melhora dos pacientes de forma mais palpavel, principalmente quanto ao critério de dor,

devido a isso, aos dois grupos foi aplicado um instrumento para avaliar esse critério.

O questiondrio INVENTARIO DE DOR DE WISCONSIN, com o qual
tenta-se avaliar e quantificar a dor dos doentes, foi realizado em duas partes, sendo a
primeira composta de perguntas que avaliam especificamente a dor e a segunda a

. . . . 11
maneira como a dor influencia na vida do doente '

A aplicacdo destes questiondrios em momentos diferentes da vida ou do
acompanhamento clinico dos doentes possibilitou a avaliagdo e quantificacdo da

qualidade de vida. GONZALEZ, 1995.""
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9. Casuistica e Método
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9. Casuistica e Método

9.1 Casuistica

Foram selecionados para esse estudo 25 doentes todos eles portadores de
hipertensdo venosa crOnica, varizes primadrias,com classificacdo clinica CEAP 6, sendo
esta, uma classificacdo de graduacdo da doenca venosa dos membros inferiores onde (C),
refere-se a clinica, (E) etiologia, (A) anatomia e (P) patologia . No estudo, o CEAP 6
classificou doentes com tlcera varicosa aberta.

Para o estudo os doentes foram avaliados por noventa dias.

Todos os doentes eram portadores de ulcera hd vérios anos, submetidos a
tratamentos convencionais com curativos, bota de Unna, elastocompressdao sem melhora
clinica significativa.

Em sua totalidade os doentes eram acompanhados no ambulatério de Cirurgia
Vascular Periférica da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP. Desta forma, por
via direta, ou seja, os doentes que se adequavam ao perfil foram convidados a participar do
estudo, durante suas consulta ambulatoriais, sendo que os mesmos foram esclarecidos do
propésito da convocacdo, contemplando os critérios do Comité de Etica em Pesquisa,
resolugdes n.° 196/96 e 251/97, que falam sobre a experimentacdo em "Anima Nobile", e
todos foram convidados a assinar um termo de consentimento livre e esclarecido sobre o
procedimento proposto.

Os doentes portadores de infecgdes sistémicas, doencas imunossupressoras € ou
infectocontagiosas, ndo foram incluidos no estudo. Dos doentes envolvidos no estudo
quatro eram do sexo masculino e 21 do sexo feminino, com média de idade de 68.36 anos (

42 e 93 ). Conforme demonstrado nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1: Distribuicao dos doentes quanto ao sexo e idade - Grupo I

DOENTES

SEXO

IDADE

1

F

68

45

58

75

75

74

80

64
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75

Tabela 2: Distribuicao dos doentes quanto ao sexo e idade - Grupo 11

DOENTES SEXO IDADE
1 F 66
2 F 58
3 F 75
4 F 71
5 F 78
6 F 65
7 F 54
8 F 93
9 F 80
10 M 58
11 F 78
12 M 42
13 M 47
14 F 80
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9.1.1 Grupos

Os doentes foram divididos através de sorteio entre dois grupos distintos.

Grupo I

Onze doentes formaram esse grupo, dez mulheres e um homem, todos
portadores de hipertensdo venosa cronica com ulceras de estase. A eles foi orientado
repouso relativo, entendendo-se por isso fungdes que nio levem perigo ao enxerto, mas que
permitam deixd-los com a vida o mais proxima do normal. Na primeira semana o doente
serd liberado para levantar a cada duas horas cerca de dez minutos, na segunda semana,
levantar a cada duas horas cerca de vinte minutos, sendo apds a segunda semana o repouso

de vinte minutos a cada duas horas.

Grupo II

Quatorze doentes formaram esse grupo, 11 mulheres e 3 homens, todos
portadores de hipertensdo venosa cronica com ulceras de estase, a eles foi orientado
repouso relativo, entendendo-se por isso fun¢des que nio levem perigo ao enxerto, mas que
permitam deixé-los com a vida o mais proxima do normal. Na primeira semana o doente
serd liberado para levantar a cada duas horas cerca de dez minutos, na segunda semana,
levantar a cada duas horas cerca de vinte minutos, sendo apds a segunda semana o repouso
de vinte minutos a cada duas horas.

A este grupo também foi acrescida a diosmina 450 mg e hesperidina 50mg,

micronizada a cada 12 horas .
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9.2 Método
9.2.1 — Critérios de inclusao e exclusao

Para a inclusao nesse estudo, o doente deveria ser maior de dezoito anos,
concordar com o temo de consentimento livre e esclarecido, comprometer-se a colaborar
com o estudo, ndo provendo situacdes que pudessem alterar o resultado final, tais como,
ingerir medicacdes por conta propria ou aplica-las sobre o leito das tlceras; comparecer as
consultas agendadas ou avisar do motivo da falta, ndo ser portador de doencas
infectocontagiosas € ou imunossupressoras, nem estar participando de algum outro estudo
clinico que pudesse alterar resultados em ambos.

9.2.2 - Anamnese

Procedeu-se a avaliacdo clinica do doente vascular através de anamnese
dirigida, com o registro de eventuais fatores de risco para a doenca venosa, como
antecedentes pessoais, familiares , hdbitos, exame fisico geral e fisico vascular completo

- tendo sempre o cuidado de ser realizado pelo mesmo examinador.

Na anamnese dirigida, foi dada especial aten¢do aos sintomas da doenca
venosa como ,dores em peso, cansaco, prurido e edema . Com relacdo aos antecedentes
pessoais, inquiriu-se sobre diabetes mellitus, hipertensdo, obesidade , cardiopatias e
reicidiva das ulceras. Aos doentes também foi perguntado sobre os mesmos antecedentes

em familiares de primeiro grau.

Em relacdo aos antecedentes pessoais: sete doentes (28 %) apresentavam
diabetes mellitus do tipo II; 11 (44 %) hipertensdo arterial sist€émica; quatro ( 16%)
cardiopatia , 18 (72%) obesidade e 25(100%) reicidiva de ulceras. A classificagdo de

obesidade foi feita com base no cdlculo do indice de massa corpérea ( IMC ) dos
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doentes, onde foi considerado o IMC acima de 30. Os dados obtidos estdo demonstrados

a seguir nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Distribuicao dos doentes quanto aos antecedentes pessoais- Grupo I

Doentes DM
1

s W N

w
+

10
11

HAS

+

CARDIOPATIA

65

OBESIDADE

+

+

ULCERAS
+

+



Tabela 4: Distribuicao dos doentes quanto aos antecedentes pessoais - Grupo II

Doentes DM HAS CARDIOPATIA OBESIDADE ULCERAS
1 + +
2 + + + +
3 + +
4 + +
5 + + + +
6 + + +
7 + +
8 + + +
9 + + + +
10 +
11 + +
12 + +
13 +
14 + + + +

9.2.3 — Exame Fisico

Com relacdo ao exame fisico, inicialmente os doentes foram submetidos a
exame fisico completo, pesados e sua altura medida. Foram pesquisadas as alteragdes
vasculares arteriais, venosas e linfticas dos membros superiores e inferiores da regido
cervical e abdominal. Para tanto langou-se mdo do exame clinico geral e especializado
com inspecdo, palpacdo e ausculta, valorizando-se dilatagdes, alteracdoes de
pulsatilidade, frémitos e sopros, alteracdes de trofismo de pele, presenca de tlceras e ou

outras lesdes troficas, alteracdes de coloragdo e anexos.
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Em sua totalidade, os doentes, foram submetidos a ecocolordoppler para
avaliacdo dos sistemas venosos superficial e profundo, sendo que todos apresentaram
apenas varizes primdrias, ou seja, a avaliagdo do sistema venoso profundo mostrou-se sem
alteracdes, como refluxo ou obstrucdes.

Cumpridos os critérios de elegibilidade dos doentes, os mesmos foram
submetidos a coleta de amostra de pele sa e sangue, a fim de possibilitar a cultura celular

de queratindcitos e a confec¢ao da cola de fibrina.

9.2.4 — Coleta de Amostras

Sob técnicas assépticas todos os 25 doentes foram submetidos a coleta de
amostra de pele sa e sangue.

A regido inguino crural foi a escolhida, para exerese da pele, pelo fato dessa
area, apresentar pele frouxa com facilidade de cicatrizagdo.

O doente foi entdo colocado em dectbito dorsal horizontal, tendo a sua regidao
inguino- crural , exposta, degermada com solucdo tépica de clorexidina 2 %, e coberta

por campo estéril, como demosntrado pelas figuras a baixo 1 e 2

Figura 1- Area Doadora Figura 2 — Coleta da Amostra
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Seguiu-se a anestesia local da regido com Xylocaina a 1% sem vasoconstritor na
dose de 2 ml, ( 20 mg ).através de uma incisdo que variou entre 0,5 e 1 cm de extensdo. A
amostra de pele obtida, foi colocada em solucdo salina 0.9% e a ferida suturada com
pontos separados através de fio monofilamentar de nylon 5.0; realizado, em seguida,
curativo oclusivo na drea .

Todos os doentes foram submetidos a retirada de 40 mililitros de sangue total,
através de puncao de veia periférica com cateter butterfly numero 20, a fim de viabilizar o
preparo da cola de fibrina aut6loga.

O procedimento descrito foi realizado em sala limpa do ambulatério de Cirurgia
Vascular Periférica da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP

Ap0s a coleta, o material foi levado ao Laboratorio de Cultura de Células da Pele
e Epiderme Reconstruida (LCCP) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas (FCM/UNICAMP — Campinas, Sdo Paulo, Brasil). O qual possui
sala de cultura com sistema de controle ambiental, drea limpa CLASSE ISO 7 (ISO 14644-
1) ou CLASSE 10.000 conforme Federal Standard 209e.

Os fragmentos de pele, de aproximadamente 0,5 a 1,0 cm, apds serem coletados,
foram acondicionados em frasco estéril e conservados em soro fisioldgico 0,9% a 40C, nao

ultrapassando 12 horas até sua manipulacao.

Os fragmentos foram separados do tecido adiposo e colocados em frascos com
solucdo de Hanks (Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS), GIBCO BRL, Grand Island,
NY, USA, cat. 14025-092) + antibidtico e antimicético (penicilina G sédica, estreptomicina
e anfotericina B — GIBCO cat. 15240-062). Cortou-se a pele em pequenos fragmentos de 1

a2 mm.
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Colocaram-se os fragmentos de pele em placas de Petri com tripsina 0,25%
(Trypsin EDTA — GIBCO cat. 25200-056) e foram mantidos em incubadora, a 37°C, com

5% de tensao de CO2, por 4 horas, separando-se, entdo, a derme da epiderme.

Neutralizou-se a tripsina com soro fetal bovino (GIBCO cat. 10437-028). O
sobrenadante (contendo as células dérmicas e epidérmicas) foi recuperado, passado em

filtro de nylon (Falcon) de 40 um e centrifugado a 1200 rpm por 10 minutos.

O precipitado (células) foi lavado com solucdo de Hanks + antibidtico e

antimicotico, e novamente centrifugado.

Retirou-se uma aliquota para contagem manual das células em camara de

Neubauer pelo método de exclusido com azul de trypan .
9.2.5 - Culturas Celulares

ApOs a contagem, as células foram distribuidas em frascos de cultura, com 1,0 X
10° células por cm? e, entdao, incubadas a 37°C, com tensao de 5% de CO2, em meios de

crescimento especifico para queratindcitos.
9.2.6 - Cultura de Queratinécitos

Utilizou-se meio de cultura para queratindcitos (GIBCO cat. 10785-012),
suplementado com L-Glutamina 2 mM/ml, penicilina 100 UI/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml

(GIBCO cat. 10378-016) e soro fetal bovino 10%

Os frascos foram colocados em incubadora, a 37°C, com 5% de tensao de CO2.
Trocaram-se os meios de cultura 3 vezes por semana. Quando as células estavam

confluentes, realizou-se a passagem.
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9.2.7 - Passagem Celular

Realizou-se a succao dos meios de cultura dos frascos. Adicionou-se tripsina
0,25% (Trypsin EDTA) em cada frasco de cultura. Colocou-se em incubadora, a 37°C,

com tensdo de CO2 de 5%, por 10 minutos.

A tripsina foi neutralizada com soro fetal bovino e colocou-se o liquido dos
frascos com as células em tubo conico de 50 ml (Falcon) para centrifugar por 10 minutos, a
1200 rpm. O meio foi aspirado e ressuspenderam-se as células na concentra¢do desejada,
no meio de cultura especifico. Colocaram-se as células nos frascos de cultura, em

incubadora, a 37°C, com tensao de CO2 de 5%.

Em média, foram necessdrios 14 dias para se obterem quantidades suficientes de
células (maior que 2,0 X 106) Em cerca de 21 dias obteve-se uma quantidade de
queratindcitos superior a 10,0 X 106 necessaria para enxerto. O restante dessas células foi
congelado e outra parte permanecia em cultura para nova expansdo na necessidade de
novo enxerto,como observado na figura 3, a seguir.

As células podem ser congeladas em soro fetal bovino, com 10% de dimetil-
sulfoxido (DMSO - Sigma), em nitrogénio liquido, e mantidas assim por tempo

indeterminado. Ao serem descongeladas, apresentam viabilidade entre 70 e 80%.

9.2.8- Preparacao da Cola de Fibrina

Em 1972, foi descrito o sucesso do selante de fibrina, como um agente adesivo
para o reparo de um nervo periférico. Desde entdo, muitos trabalhos vém sendo descritos e
o uso do selante tem se estendido a vdrias dreas da medicina, tanto por ser um agente

hemostatico topico quanto por representar um sistema de liberagdo de drogas (Milne, 2004;
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Moraes et al., 1998). O selante de fibrina tem mostrado ser um excelente suporte para a
cultura in vitro de queratindcitos e fibroblastos, e pode melhorar a mobilidade celular em
ulceras cutaneas, servindo como uma cobertura/curativo para o enxerto cutdneo em
pacientes ulcerados (RADOSEVICH et al; 1997).!'>16117

Em cicatrizagdo por segunda inten¢do, a cola de fibrina age na fase inicial do
processo cicatricial, facilitando a progressdo para as fases subseqiientes (Moraes et al.,
1998) e ainda, segundo RADOSEVICH e cols. (1997), a fibrina parece promover a
angiogénese, crescimento de tecido local e 1repar0.“6’117

Um fator limitante para o uso de cola de fibrina € seu custo, uma vez que 0s
produtos comercialmente disponiveis tém pregos elevados.

Desta forma, outra vantagem da cola de fibrina autéloga € seu baixo custo,
embora o paciente tenha que ir ao hospital para a coleta do sangue (MORAES et al., 1998).
Ao contrdrio dos adesivos sintéticos, o selante de fibrina derivado do plasma tem a
vantagem significativa de ser biocompativel e biodegraddvel, sem induzir reagdes adversas
ao tecido, como inflamacdo, reacdes de corpo estranho, necrose tecidual ou fibrose
extensiva (RADOSEVICH et al., 1997)."'%!"

Foi coletado o volume de 40 ml de sangue total do proprio paciente em tubo de
ensaio contendo citrato de sodio (3,8%) na propor¢do 9:1. Para a separagdo do plasma, a
amostra foi centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos.

Foi utilizada a técnica de precipitacdo com glicina para purificacdo do
fibrinogénio, conforme padronizado no Laboratério de Cultura Celular da FCM-

UNICAMP.
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Quanto a trombina de origem humana (300-600 NIH-U/mL), diluiu-se na
proporcdo 1:1 em cloreto de célcio (TISSEEL VH-KIT / Baxter). Dilui-se uma parte desta
solugdo para 9 de cloreto de calcio a 30mM (FALANGA et al., 2007). ''®

Alcancgada a quantidade de células desejada, o doente era convocado, sua ulcera
avaliada, a fim de se descartar presenca de infeccdo local e ou sist€émica. Se livre de
contaminacgdo a drea era entdo preparada, limpa com grande quantidade se solucdo salina.

Os queratindcitos autdélogos, apds seu descongelamento e preparo; juntamente
com a cola de fibrina aut6loga eram aspergidos sobre o leito da dlcera, sob técnicas
assépticas, em regime ambulatorial, a forma do implante e ilustrada na figura 4.

O implante era protegido por um arcabougo pléstico, a fim de evitar o contato
direto do curativo com agentes que pudessem retirar o enxerto e possibilitar a limpeza da

area e sua visualizagdo didria. Figura 5

Figura 3 - Queratindcitos
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Figura 4 - Implante Figura 5 — Arcabougo

Ap0s a aplicacdo do enxerto os doentes permaneciam em repouso por uma hora
e em seguida eram liberados para casa; orientados a retornar semanalmente para avaliacdao
da ulcera e seu registro, ou antes, em caso de necessidade e ou duvida.

No dia do implante, como forma de acompanhamento mensurdvel da dor, os
doentes eram avaliados quanto a dor através da aplicagdo do questiondrio o Inventdrio de
dor de Wisconsin; instrumento utilizado para esse objetivo.

O mesmo questiondrio foi aplicado no final do tratamento, para se avaliar a
melhora ou ndo desse sintoma. O questionario pode ser observado através do quadro 1, na

son - 113
sequencia.
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Quadro 1 - Inventario de dor de Wisconsim

Nome GrupoI ( ) Grupo( )

Durante a vida, a maioria das pessoas apresenta dor de vez em quando (cefaléia , dor de dente). Vocé teve hoje alguma dor diferente
dessas.

1. sim 2. Nao

Marque sobre o diagrama , com um X , as dreas onde vocé sente dor e onde a dor € mais intensa .
Partes do corpo regido ( anterior , posterior ...)
Cabega -
Pescoco
Tronco
Bracos
Pernas
Circule o nimero que melhor descreve a pior dor que vocé sentiu nas tltimas 24 horas
Sem dor 012345678910 Pior dor imagindvel
Circule o nimero que melhor descreve a dor mais fraca que vocé sentiu nas tltimas 24 Hs
Sem dor 0123456728910 Pior dor imagindvel
Circule o nimero que melhor descreve a média de sua dor
Sem dor 0123456728910 Pior dor imagindvel

Circule o nimero que mostra quanta dor ocorre agora
Sem dor 012345678910 Pior dor imaginavel

Que tratamento ou medicagdes vocé estd recebendo para dor?

Nas tltimas 24hs , qual foi o grau de melhora proporcionado pelos tratamentos ou medicagdes.
Circule a porcentagem que melhor mostra o alivio que vocé obteve.

Sem alivio 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100% alivio completo
Circule o nimero que descreve como , nas ultimas 24hs , a dor interferiu na sua

Atividade geral

Nio interferiu 012345678910 Interferiu totalmente
Humor

Nio interferiu 0123456728910 Interferiu totalmente

Habilidade de caminhar

Nao interferiu 0123456738910 Interferiu totalmente
Trabalho
Nao interferiu 0123456738910 Interferiu totalmente

Relacionamento com outras pessoas

Nao interferiu 0123456728910 Interferiu totalmente
Sono
Nao interferiu 0123456728910 Interferiu totalmente

Apreciar a vida
Nio interferiu 0123456728910 Interferiu totalmente
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A avaliacdo das ulceras era feita semanalmente durante um periodo de trés
meses, ou até sua cicatriza¢do, quando ela se dava em periodo menor, com fotografias

obtidas através de camera fotografica digital Olimpus Camidea .

Todas as tulceras foram medidas semanalmente, para avaliar sua evolucao. Essa
mensuracao foi obtida através do programa Dicom Works, que consegue avaliar a drea.

O reimplante de células dependeu da observacgdo clinica e de possiveis perdas
do enxerto inicial.

Realizado apds 40 dias do inicial e repetido a cada 40 dias se necessario. Esse
periodo foi escolhido, devido ao menor tempo de cicatrizagdo da ulcera observado nesse

estudo.

9.2.9. Avaliacao Estatistica

Foram utilizadas tabelas de freqiiéncias para as varidveis categdricas
(Hipertensdo, Hipertensdo +Diabetes), estatisticas descritivas para as varidveis continuas

(Idade, IMC, etc...) por grupo.

Na comparagdo da varidvel porcentagem de echamento com relagdo aos fatores
grupo e dias foi utilizado a andlise de varidncia (ANOVA) para medidas repetidas, com
transformacdo Rank, devido a ndo existéncia de normalidade dos dados, para diminuir a
assimetria e variabilidade dos dados.Quando a diferenca entre os fatores € significativa

realiza-se testes de comparagdo multipla (Teste de Tukey e Contraste) para identificar as

diferencas. O nivel de significancia adotado foi de 5%, ou seja, p-valor < 0.05.'1%120
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10. RESULTADOS

Dos 25 doentes analisados quatro eram homens (16% do total) e 21 mulheres
(84 % do total). Esse resultado era esperado, visto que a insuficiéncia venosa € uma doenga

que acomete uma quantidade maior de individuos do sexo feminino em relagdo ao

masculino.

A doencga é mais prevalente apds a quarta década de vida, faixa etdria essa,
encontrada na totalidade dos doentes acompanhados, sendo que existe uma prevaléncia
maior ainda em mulheres apds a4 sexta década. E importante salientar também que essa

faixa etaria corresponde a um nuimero elevado de recidivas de ulceras. A tabela 5 abaixo

ilustra as medidas iniciais e finais obtidas no estudo.

Tabela 5 — Valores absolutos e percentuais iniciais e finais do estudo

Tamanho em cm2

2 1 4405 30,76
2 2 5,57 489
2 3 3468 266

2 4 200 1888
2 5 4597 3998
2 6 1683 1487
2 7 37 3,09
2 8 162 159
2 9 495 4,09
2 10 15 1,23
2 11 2,68 1,87
2 12 2,11 1,99
2 13 7,18 487
2 14 4,32 2,89
1 1 1333 117,89
1 2 8N 79,22
1 3 5905 57,65
1 4 7,66 723
1 5 2 1,54
1 6 449 4
1 72,92 2389
1 8 3,05 29
1 9 407 4.05
1 10 1087 798
1 11 2,1 1.88

30,17
122
2329
5,83
133
11,64
16,48
148
1737
18
30,22
5,68
374
33,1

11,56
5,81
2,37
5,61

23

1091

1.2
491
049

26,58

10,47

24,78
3,85
25,17
17,93
32,89
10,17
291
13,72
312
1,01
0,65
0,55
2,19
0,76

100,74
75,87
56,78

6,98
1,39
345
20,98
2,7
398
5,56
092

43,74
30,87
2742
10,57
28,45
39,57
21,35

153
36,96
32,66
75,74
72,36
71,85
82,32

24,42
979
3,84
8,87
30,5

23,16

22,06

1147
2,21

48,85

56,19

25,84
3,38
17,79
14,87
24,2
8,59
187
9,69
287
0

0
0,24
0

0

90,32
68,83
55,14
599
0,61
2,82
18,92
1,78
2,87
4,06
042

41,39
39,31
48,7
25,83
4735
48,96
49,45
40,18
42,02
0

0
87,93
0

0

32,24
18,16
6,62
218
69,5
37,19
29,71
41,63
29,48
62,64
80

24,78
2,14
15,36
10,35
19,08
452
143
5,67
2

o oo oo

86,62
64,63
52,34
487
043
2,09
16,65
1,25
1,63
0

0

43,74
61,57
55,7
48,37
58,49
73,14
61.35
65
59,59
0

o o o o

35,01
23,16
11.36
36,42
785
53,45
38,15
59,01
59,95
0

0

21,39
1,65
9,63
732

15,25
3,87
0,68
1,89
1,73

0

o o oo

85,78
61,06
49,97
345
0,23
1,65
14,67
045
0,75
0

0

51,44
70,37
72,23
63,49
66,76
i
81,62
88,33
65,06
0

o o o o

35,64
2741
15,37
54,49
88,5
63,25
49,27
85,24
81,57
0

0

15.45
1,99
7553
6,97
14

0
0,25
0,67
0,65

0

o o oo

741
55,62
48,33

2,56C
0

11
9,85

0

o o o

GRUPO  ULCERA IMPLANTE15DIAS % FECHIC30DIAS % FECHIC45DIAS % FECHIC60DIAS % FECHIC75DIAS % FECHIC90DIAS % FECHIO

65
64,3
78,28
65,2
76
100
93,2
9%,8
86,8
100
100
100
100
100

444
33,87
18,15

66,5

100
75,21

63,4

100

100

100

100
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A andlise estatistica que avaliou as comorbidades como obesidade, hipertensio e
diabetes, dos doentes analisados e ndo mostrou evidéncia de alteracdes no resultado final da
cicatrizagao das ulceras.

Esses dados foram obtidos ap6s a aplicagao do Teste Exato de Fisher onde nao
se observaram alteragdes estatisticas significativas, como € mostrado a seguir através dos
gréficos e do p-valor encontrado. Esses resultados sdo mostrados na tabela 6 a seguir

Tabela 6. Estatisticas descritivas das varidveis continuas por grupo

GRUPO N Variavel Média D.P. Minimo Mediana Maximo p-valor (*)
1=s/medicacdo 11 IDADE 69.45 10.23 45.00 75.00 80.00 0.8902
IMC 31.91 5.22 26.00 31.00 44.00 0.5249
IMPLANTE 30.69 43.50 2.00 7.66 133.30 0.7843
2=c/medicacdo 14 IDADE 67.50 14.39 42.00 68.50 93.00
IMC 32.86 4.70 28.00 30.00 44.00
IMPLANTE 15.03 15.70 1.50 6.68 45.97

(*) Teste de Mann-Whitney
medicac¢io — Diosmina- 450mg + Hesperidina — 50 mg micronizada

Tabela 7 - Avaliacdo geral —Caracteristicas gerais dos 25 pacientes

SEXO 21 MULHERES (84%) 4 HOMENS (16%)

Hipertensao Diabetes Mellitus Hipertensdo+ Diabetes
11 7 7
VARIAVEIS MEDIA DESVIO MEDIANA
PADRAO
IDADE 68.36 12.52 74

IMPLANTE 21.92 31.38 7.66
(ULCERA)

CM?

IMC 32.44 4.86 31.00
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Os resultados apontados nas tabelas acima (6 e 7 ), demonstram as varidveis
encontradas durante o estudo, que poderiam influenciar nos dados obtidos.

A Hipertensao e o Diabetes Mellitus tipo II, presentes em individuos dos dois
grupos ndo apresentaram qualquer influéncia nos resultados obtidos.

O Indice de Massa Corpérea ( IMC ), que avalia o grau de obesidade em cada
individuo, variou entre os dois grupos e também ndo influenciou no resultado da
cicatrizagdo, como € possivel observar nas tabelas 6.

Em relagcdo a idade pode-se dizer que os grupos sao homogénios, ou seja, 0s
doentes foram mesclados e entdo apresentavam idades variadas e semelhantes nos dois
grupos. Para essa avaliacdo foi utilizado o Teste de Mann-Whitney, através do qual foi

possivel calcular a média em relacdo a idade e observar alguma diferenca estatistica. Esse
teste retira as influéncias das medidas dispares para que os grupos possam ser comparaveis.

Estatisticamente foi determinado um valor para se classificar as ulceras entre
pequenas e grandes, sendo esse numero chamado de ponto de corte que foi de 7.66 cm?2,
que € a mediana dos valores obtidos, ou seja, acima desse valor as ulceras eram
classificadas como grandes e abaixo pequenas. Tabela 8

Tabela 8. Estatisticas descritivas da variavel dlcera

N Média D.P. Minimo Mediana Maximo

O uso da mediana é considerado mais realista porque independente do tamanho
da ulcera, considerando-se a porcentagem de fechamento, medida mais real porque

independe do tamanho da tlcera, como € possivel visualizar na tabela 9.
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Tabela 9 . Estatisticas descritivas da varidvel porcentagem de fechamento, por dias

GRUPO N Dias Média D.P. Minimo Mediana Maximo
1- s medicacdo 11 FECH15 10.27 8.12 0.49 10.47 26.58
FECH30 21.94 17.67 2.21 22.06 56.19
FECH45 39.00 22.76 6.62 32.24 80.00
FECH60 54.09 29.30 11.36 53.45 100.00
FECH75 63.70 29.61 15.37 63.25 100.00
FECH90 72.87 30.24 18.15 75.27 100.00
2- c/medicacdo 14 FECH15 18.30 11.09 1.48 16.93 37.40
FECH30 42.08 23.77 10.57 34.81 82.32
FECHA45 62.22 28.13 25.83 48.83 100.00
FECH60 73.35 21.71 43.74 63.29 100.00
FECH75 81.16 16.88 51.44 79.31 100.00
FECHO90 87.47 14.67 64.30 94.50 100.00

Na comparagdo entre a porcentagem de fechamento em cada grupo, relativa aos
periodos estudados (15, 30, 45, 60, 75, e 90 dias), foi utilizada a andlise de varianca
(ANOVA), utilizada para avaliar medidas repetidas, como as realizadas em vdrios dias, ou
seja, o mesmo individuo em varios momentos. A transformacao Rank, foi realizada devido
a ndo existéncia de normalidade dos dados, para diminuir a assimetria e variabilidade dos
mesmos. Quando a diferenca entre os fatores € significativa realizam-se testes de

comparacao multipla (Teste de Tukey e Contraste) para identificar as diferengas. Tabela 10

Tabela 10. Resultado da Anova para medidas repetidas (nos ranks) da varidvel porcentagem

de fechamento

Fonte de Variacéo p-valor
Grupo 0.0274
Dias 0.0001
Grupo*Dias 0.3596

A tabela acima mostra que os grupos sdo diferentes, que os dias de mensuragao

sdo diferentes e que nao existe nenhuma interacao entre eles.
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Foi possivel observar que ambos os grupos se comportam de maneira igual ao

longo do estudo, sendo que o grupo com a medicacdo apresenta em todos os dias avaliados
uma porcentagem maior de fechamento, como apresenta o gréifico 1, abaixo.

Griéficol. Média e desvio padrao da varidvel porcentagem de fechamento por grupo e dias
de acompanhamento.

o

- ¢/ - medicacéo
- s/ - medicacéo

cor o

80 e

L

o

% Fechamento

N

Dias

°-c/- medicacdo — Diosmina- 450mg + Hesperidina — 50 mg micronizada

°-s/- medicacdo — Diosmina- 450mg + Hesperidina — 50 mg micronizada
Pode-se observar ao longo do estudo que a taxa de fechamento das tlceras foi

influenciada pelo seu tamanho, ou seja, as menores fecharam em um tempo menor do que

as maiores.

E possivel afirmar ainda que, houve diferenca entre os grupos quanto a
velocidade de fechamento, observando que o grupo com a medica¢do, em todas as

mensuragdes se comportou melhor em relagdo a porcentagem de fechamento. E possivel

avaliar esses dados através da tabela 11 abaixo.
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Tabela 11 . Resultado da Anova para medidas repetidas (nos ranks) da varidvel
porcentagem de fechamento

Fonte de Variacéo p-valor
Hiper. ou diab. 0.4537
Implante >7.66 0.0309
Grupo 0.0240
Dias 0.0001
Dias*HiperDM 0.1837
Dias*Implante 0.0292
Dias*Grupo 0.3722

Salienta-se que a média da porcentagem de fechamento no grupo sem a
medicacdo foi de 72, 87%, ja no grupo onde foi dado o medicamento a porcentagem € de
87,47%, apresentando um diferencial de 14.6% entre os grupos.

O gréfico 2 a seguir demonstra a evolugdo das ulceras quanto ao seu tamanho.
Os dois grupos estudados mostraram: ulceras pequenas ( < 7.66 com a medicagdo; ulceras
grandes ( >7.66) com medicagdo, além de tulceras pequenas sem medicacdo e ulceras

grandes sem medicacao.

Esse grafico demonstra que os grupos apresentam diferenciacdo desde o inicio

tornando-se mais evidente a partir dos 45 dias.
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Grifico 2 — Evolugao do fechamento das tlceras no periodo

* s/ medicagdo - ulcera < = 7,66

* ¢/ medicagdo - tlcera < = 7,66
* ¢/ medicagdo - ulcera > 7,66

100

o
s

20

% Fechamento

* medicagdo — Diosmina- 450mg + Hesperidina — 50 mg micronizada

As tabelas 12 e 13, a seguir demonstram a média e o desvio padrdo em

relac@o a porcentagem de fechamento por grupo durante os dias de acompanhamento.

Tabela 12 - Teste de Tukey — Apresenta o comportamento dos gupos nos dias do estudo

Comparaciao do Implante Teste de Tukey
(p <0.05)
Dial5 =
Dia30 =
Dia45 #
Dia60 *
Dia75 #
Dia90 *
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Tabela 13- Teste de Contraste — comparagdo do fechamento entre os grupos

Comparacao dos Implante <=7.66 Implante > 7.66
diasTeste de

contraste

15 vs 30 0.0023 0.0080
15 vs 45 0.0001 0.0003
15 vs 60 0.0001 0.0003
15 vs 75 0.0001 0.0001
15 vs 90 0.0001 0.0001
30 vs 45 0.0005 0.0008
30 vs 60 0.0001 0.0004
30 vs 75 0.0001 0.0002
30 vs 90 0.0001 0.0001
45 vs 60 0.0004 0.0091
45 vs 75 0.0003 0.0012
45 vs 90 0.0003 0.0003
60 vs 75 0.0059 0.0031
60 vs 90 0.0029 0.0006
75 vs 90 0.0035 0.0185

Em relagdo a aplicagdo do Inventdrio de dor de Wisconsin foi observado que
todos os pacientes apresentaram regresssao semelhante na avaliacdo da dor, ndo existindo

diferencial estatistico entre os grupos, p valor = 0,4718, apresentado no gréifico 3 a seguir.
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Grafico 3 — Médias da variacdo da dor entre o inicio e o final do estudo

MEDIAS DA VARIACAO DA DOR ENTRE O INICIO E O FINAL
DO ESTUDO

10,00 -
9,00
8,00
7,00 -
6,00 -
5,00
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -

MEDIA DA VARIACAO  GRUPO 1 GRUPO II

As fotos a seguir demonstram alguns exemplos do acompanhamento e fechamento

das tlceras venosas nos dois grupos avaliados.
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Figuras 6 e 7 — Exemplos de cicatrizagdo em pacientes do grupo sem o uso da Diosmina

Hesperidina Micronizada

Figura 6- Fotos Grupo 1

Paciente 1 Grupo 1

Cicatrizacao

Area em cm2

D1 D7 D 58

Evolucao

TERAPIA CELULAR EM ULCERAS DE ESTASE

Figura 7 —Fotos Grupo 1

Paciente 2 grupo 1
e

e
o

Cicatrizacao

Area em cm2

D1 D7 D 21 D 89

Evolucao

TERAPIA CELULAR EM ULCERAS DE ESTASE
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Figuras 8-9-10 e 11— Exemplos de cicatrizacdo em paciente do grupo com o uso da
Diosmina Hesperidina Micronizada

Figura 8- Fotos Grupo 2

Paciente 1 Grupo 2

Cicatrizacao

Area em cm2

D1 D7 D 21 D 41
Evolucao
TERAPIA CELULAR EM ULCERAS DE ESTASE

Figura 9- Fotos Grupo 2

Paciente 2 grupo 2
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Evolucao

TERAPIA CELULAR EM ULCERAS DE ESTASE
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Figura 10- Fotos Grupo 2

Paciente 3 Grupo 2

Cicatrizacao

Area em cm2

D7 D 21 D 56
Evolucao

TERAPIA CELULAR EM ULCERAS DE ESTASE

Figura 11- Fotos Grupo 2

Paciente 4 grupo 2

Cicatrizacao

Area em cm2

D7 D 21
Evolucao

TERAPIA CELULAR EM ULCERAS DE ESTASE
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11.DISCUSSAO

O fechamento das tlceras venosas vem sendo um desafio constante para
médicos e pacientes. Observamos que os varios tratamentos nao sao totalmente eficazes.

O investimento na busca de novas terapias para tlceras de perna cronicas, como
terapias celulares, justifica-se no fato do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas — UNICAMP- ser caracterizado como hospital de referéncia tercidria, atendendo
a populagdo ndo sé da regido metropolitana de Campinas, mas de todo o estado de Sao
Paulo e ndo raro do Pais. Torna-se relevante relatar que sdo atendidos aproximadamente
120 casos semanais de doentes vasculares em nosso ambulatério e que cerca de 20 % deles
sdo casos de doenga venosa.

Além disso, considerando os satisfatérios resultados clinicos iniciais obtidos
com a terapia de queratindcitos na aceleracdo da cicatrizacdo das tulceras cutaneas cronicas,
significando um importante avanco em terapia celular, tanto na eficicia de sua utilizacdo
quanto na seguranca, por se tratar de uma tecnologia totalmente autdloga em relacao aos
tipos celulares e também ao substrato de adesdo celular (cola de fibrina), além do resgate da
auto-estima desses pacientes.

Desde a antiguidade, inimeras coberturas foram desenvolvidas para isolar o
leito das ulceras, a fim de protegé-lo e abreviar o tempo de cicatrizacdo. Nos dias de hoje,
claro, que com materiais especificos, a idéia é a mesma. Devido a isso, uma quantidade
enorme de curativos foram desenvolvidos, cada um com sua particularidade e especificacao
que visa nada mais, do que a breve cicatrizacio das lesdes.

Curativos como o filme de poliuretano, sd@o utilizados em ulceras e lesdes

superficiais, com pouca exsudacgado e necessitam de pele integra ao redor para sua aderéncia.
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Os curativos com hidrocoléides sdo coberturas utilizadas em feridas que
facilitam a angiogénese, estimulam o coldgeno e o crescimento celular, dificultam o
crescimento bacteriano e podem ser usados em feridas com mais exsuda¢do, mas
necessitam de trocas freqiientes, o que encarece o custo; do contrdrio podem macerar a pele
ao redor da ulcera e levar a piora do quadro. 2125

Os hidrogéis sdo ideais para dreas superficiais, que sofreram abrasdo, como
areas doadoras de pele e ou queimaduras, mas nao podem ser usados em feridas secretantes.

O carvao ativado associado a prata € excelente para ulceras contaminadas com
grande quantidade de secrecdo, mas ndo pode ser utilizado para o tratamento de ulceras
secas. O alginato, polissacarideo derivado do 4cido alginico e da alga laminaria, € nao
aderente, apresenta propriedades hemostaticas e pode ser moldado 4 ulcera, além de ser
caro e pode piorar a lesdo se retirado antes que sature completalmente.ﬂ’25

A descoberta de solugdes antissépticas, a partir dos séculos XVIII e XIX e dos
antibioticos no século XX e a introdugdo de técnicas limpas para o manejo das tlceras,
diminuiram as complicagdes infecciosas que podiam levar portadores dessa afeccdo a
amputacdes € mesmo morte. 242930

Uma opg¢do que ndo pode ser esquecida € o uso da pele cadavérica fresca ou
armazenada e a pele animal. Elas tem seu uso quando se necessita de cobertura de grandes
extensdes agudamente. Além do risco de contaminacdo, que apesar de todos os esforcos
pode ocorrer, o problema é que a forte reacdo imunoldgica desenvolvida pelo receptor faz
com que sejam descartadas rapidamente. E importante salientar o risco que essa reacio
pode provocar no receptor muitas vezes debilitado, principalmente quando nos referimos

. 4
aos queimados.*

Outra modalidade de cobertura do leito das tlceras sdo os enxertos.
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Os enxertos de pele sdo utilizados com o objetivo de abreviar o tempo de
cicatrizacdo de ulceras limpas, j& com tecido de granulacdo. Sabe-se que as melhores
respostas se ddo nos enxertos de pele parcial, por terem uma espessura menor € uma
facilidade maior de aderéncia mas normalmente, dependem de uma area doadora extensa, o
que pode expor o paciente a dor, desconforto e principalmente a um risco elevado de
infecgao.

Os resultados obtidos sdo, na maioria dos casos, bons com regressdo da drea
cruenta da dlcera 2738394041

Deve-se salientar, entretanto, que para a realizacdo dos enxertos € necessdria,
quase sempre, internacdo hospitalar e servico de anestesiologia, ocupando, as ja escassas
vagas hospitalares e de centro cirtrgico.

Devido a essas dificuldades, uma modalidade nova de fechamento para as
ulceras vem sendo o emprego da bioengenharia tecidual, através da terapia celular. Seus
primeiros passos foram dados no tratamento de queimados e a extrapolacdo para as tlceras
de estase que vem apresentando bons resultados.

Buscou-se em nosso estudo o desenvolvimento de técnicas de cultivos celulares
que possibilitam o tratamento ambulatorial, sendo que nos pacientes estudados, a area
doadora de pele foi minima, a coleta foi feita em sala limpa do ambulatério de Moléstias
Vasculares Periféricas do HC — UNICAMP e os doentes liberados ap6s a coleta

E importante ressaltar, que sdo necessdrios também, cuidados extremos com a
ferida, a fim de se evitar possiveis contaminacdes, o que, faria com que o enxerto fosse

perdido, assim como todo o gasto empregado na sua confeccdo. Dentre esses cuidados

podemos citar os servi¢os de enfermagem e o uso de antibioticoterapia.
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Da mesma forma, em nosso estudo, no ato do implante, os doentes foram
atendidos em regime ambulatorial; apds a aplicacdo do auto-enxertos de queratindcitos,
foram liberados, com orienta¢des de manipulagdo doméstica do curativo, nao necessitando
em momento algum de internagdo.

Pode-se definir a terapia celular como algo que tenta restaurar a fungdo de um
6rgdo ou tecido, transplantando novas células para substituir as células perdidas pela
doenca, ou substituir células que ndao funcionam adequadamente devido a um defeito
genético.

A cultura de células, uma das modalidades da terapia celular, pode ser definida
como um conjunto de técnicas que permite cultivar ou manter células isoladas fora do
organismo onde existem, mantendo as caracteristicas proprias.

RHEINWALD E GREEN, em 1975 descobriram um método de cultivo de
queratindcitos humanos sobre uma base de fibroblastos; desde entdo essa técnica vem
sendo aprimorada oferecendo a oportunidade de tratamento de varias lesdes de pele.7

As primeiras tentativas de se replicar os queratindcitos feitas por FREEMAN et
al. (1976), esbarravam no suporte para o seu desenvolvimento; o uso de pele de porco sem
a membrana basal, foi a op¢do encontrada que demonstrou ser uma escolha equivocada,
pois as células epidermicas ndo conseguiam a adesdo necessdria. 56 Em nosso estudo a
base de aplicacdo feita com selante de fibrina mostrou-se adequada como leito para a
migracdo dos queratindcitos.

O uso dos queratindcitos para a cicatrizagdo de lesdes vem sendo relatado a
alguns anos. Existem relatos do seu uso para o tratamento de pacientes queimados e em

portadores de hanseniase.
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DETMAR et al., 1995; relatam que a acdo dos queratindcitos epidermicos € a
de promover um efeito mitogénico nas células endoteliais da microvasculatura dérmica
através do VEGF secretado por eles . A modulacao dos niveis de VEGF na epiderme pode
acelerar e potencializar a vascularizacio da pele.”!

Os primeiros relatos do uso de queratindcitos para o tratamento de ulceras
vasculares datam da década de oitenta. O cultivo ainda novo feito a partir de doadores
homélogos, apresentava baixa eficdcia, com um custo alto e com risco de contaminagdes e
rejeigdes, visto que eram células de outros individuos.

O desenvolvimento dos chamados equivalentes cutineos que imitam a pele
humana, sdo feitos através da combina¢do de uma matriz extracelular e sobre uma base de
fibroblastos onde sdo colocados os queratindcitos de doadores sdos. Para o
desenvolvimento dessa cultura € colocado soro bovino, o que aumenta as chances de
contaminacgdo, além disso, o custo para a confeccdo desse produto e muito elevado e os
resultados ndo sdo tdo brilhantes como o proposto.

E freqilente a presenca de reacdes alérgicas aos chamados equivalentes
cutaneos, quando aplicados em humanos e as dificuldades para se testar novas
possibilidades vem sendo cada vez maiores, por necessitarem de modelo animal, o que
torna o seu uso cada vez mais restrito.

O estudo realizado por POUMAY et al. ¢ WELSS et al. (2004) comprovam
essa versdo, onde além das reacdes alergénicas o resultado final esperado ndo foi bom.”**

Em nosso estudo foram utilizados queratindcitos do préprio paciente, o que
aponta para um diferencial em relacdo a literatura consultada, pois o risco de rejei¢do e
o/ou transmissdo de doencas € nulo, fato esse que € citado pelos autores OBENG at als e

STHEFENSON et als.***%
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Apesar dos estudos apresentados por KREMER at al e HUNT er al (2000),
mostrarem que a aplicacdo dos equivalentes cutdneos apresentavam melhores resultados
cosméticos que o enxerto puro de queratindcitos autélogos, em nosso estudo o resultado
cosmético foi bastante satisfatério, ndo sendo observadas retragdes ou hipertrofias
cicatriciais.”*"

YANNAS e BURKE (1980), YANNAS et al. (1980), DAGALAKIS et al.
(1980) e BURKE et al. (1981), que idealizaram um equivalente dérmico composto por um
filme de silicone denso e por uma esponja de coldgeno, observaram que o silicone agia
como uma barreira contra infeccoes. Em nosso trabalho, foram observados dois casos de
infeccdo nos grupos estudados, mas que ndo representou alteracdo significativa ao
estudo.”®"7
A aplicagdo do enxerto de queratindcitos foi feita em forma de spray, como o
apresentado por NAVARRO at als. Esse processo facilita a colocacdo das células em todo
o leito da tulcera,0 que ndo ocorre com a colocagdo das bases tissulares de fibroblastos e
queratindcitos,ou seja, areas com relevos diferentes podem ser prejudicadas na
aplicagﬁo.49’50
Em relacdo ao uso do selante de fibrina, como relatado por HORCH at als. 65
,observamos ser ideal para a aplicacio do enxerto, pois seve de estrutura para a migragdo de
mais queratindcitos da borda para o centro da ferida

Hoje, ja se sabe que hd permanéncia e/ ou integracdo do implante e ao longo

do tempo a liberacdo das citocinas produzidas pelas células implantadas induzem a

migracdo das células do hospedeiro. *75
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O mecanismo de reparo observado, principalmente em nossos doentes (> 80 %)
foi através do fechamento da ferida a partir das bordas para o centro, fato também
observado pela maioria dos autores.

O custo do nosso implante ndo é desprezivel, mas bem mais baixo que os
equivalentes industrializados com matriz degraddvel, que necessitam substitui¢do com
frequencia. Outra vantagem € que nossos queratindcitos sdo aut6logos, isto €, provenientes
do proprio paciente, fato nao observado nos curativos, que sdo feitos com células de varios
doadores.  Além disso , nossas culturas celulares podem ser congeladas podendo ser
utilizadas para nova aplica¢do, ndo necessitando, portanto, de nova de doagdo da pele do
paciente

No nosso estudo, retiramos dos pacientes fragmentos de pele de 0, 5 a 1,0 cm. e
em cerca de 2 semanas tinhamos quantidades de queratindcitos ao redor de 2,0 X 106 . Em
3 semanas, tinhamos quantidades queratindcitos por volta de 10 x 10 6. Portanto, o método
aqui apresentado fornece, através da replicacdo das culturas celulares convencionais, a
possibilidade de se obter uma quantidade de queratindcitos, suficiente para a cobertura de

ulceras muito maiores do que a drea doadora inicial.

A literatura ndo cita, a maneira de evolucdo das ulceras, mas na observagdo
clinica dos doentes foi constatado, que as ulceras que apresentavam crostas mais precoces
eram as que respondiam melhor ao tratamento, fato esse devido a diminuicdo da fase
inflamatdria onde existe um aumento das citocinas que degradam os fatores de crescimento
e dificultam a cicatrizagao.

Em relacdo aos dados de literatura o que podemos afirmar € que nossa técnica

além de segura ,pois ndo observamos nenhuma reacdo adversa em nossos pacientes,
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permite a mobilidade do individuo, ndo necessita de internacdo hospitalar e a observagao
da evolugdo do tatamento da ulcera.

Em relacdo & aplicagdo do questiondrio de Wisconsin sabemos que se que
divide em duas partes. A primeira estd relacionada a dor e a segunda a maneira como a dor
influi na vida do paciente. A aplicacdo desse questiondario no inicio e no final do
acompanhamento demonstrou, independentemente do grupo a que o doente pertencia, que
houve melhora significativa, em relacdo a dor e melhora da vida do paciente ndo existindo
diferencial estatistico entre os dois grupos.

A Diosmina Hesperidina micronizada € um flebotonico largamente empregado
no tratamento de doencas venosas desde as suas primeiras manifestacdes clinicas.
Trabalhos feitos por BERGAN at als, NICOLAIDES at als, demonstram que seu uso didrio
na dose de 500 miligramas a cada doze horas diminui sensivelmente os sintomas, como a
dor e o edema, além de proteger o endotélio venoso da lesdo provocada pela degranulagdo
leucocitaria. Em nosso estudo foi possivel observar essa melhora nos doentes usudrios da
droga, 100101104

O uso da Diosmina Hesperidina micronizada permitiu uma cicatrizagdo das
ulceras em tempo menor. Tal fato, deve-se a diminui¢do do processo inflamatério no leito
venoso e melhora do mecanismo valvular, génese da hipertensdo venosa cronica,
conseguindo assim auxiliar a cicatrizacdo das ulceras.

A referéncia entre o que chamamos de dlceras grandes e pequenas, foi feita com
base no cdlculo da mediana, pois a referéncia sobre o tamanho da ulcera do que é
considerado grande e o que € considerado pequeno nio consta em literatura, ou seja, o que
¢ considerado grande para alguns, para outros pode ser médio ou pequeno, tudo € feito a

partir dos dados do observador .
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No estudo € observado que as ulceras grandes e pequenas até o trigésimo dia
de acompanhamento se comportam da mesma forma nos dois grupos, ou seja, a
porcentagem de fechamento cresce nos dois grupos , mas observa-se que 0 grupo com a
medicacdo sempre apresenta uma porcentagem de fechamento maior.

A partir do quadragésimo quinto dia € observada uma alteracdo na velocidade
de fechamento das tlceras. As ulceras ditas menores come¢am a fechar mais rapidamente
que as ditas maiores, independente do grupo observado. Entre as menores € vista
velocidade maior de fechamneto no grupo usudrio de medicacao.

As tulceras grandes sdo as que apresentam maior dificuldade no fechamento
independente do grupo, mas € possivel observar que esse € menor no grupo sem a
medicagao.

As ulceras que melhor responderam foram as pequenas com medicagdo, onde €
possivel observar diferencial estatistico.

Foi possivel observar em ambos os grupos a regressdo completa da dor apds a
aplicacdo do autoenxerto.

A necessidade de re aplicacdo ocorreu em casos isolados, sem diferencial
estatistico. Foi realizado esse procedimento, nos casos onde houve perda do enxerto por
descuido do doente o que ocorreu em um caso de cada grupo ou quando o tempo de
cicatrizagcdo ou regressao do leito da udlcera ultrapassou o tempo de cicatrizacao da primeira
ulcera do grupo, fato esse que ocorreu de forma semelhante nos dois grupos ndo havendo
diferencial estatistico.

As dificuldades encontradas no estudo ndo podem ser esquecidas, as maiores
dizem respeito ao proprio paciente. Lidamos com uma populacdao de baixo nivel sécio

ecomOdmico/cultural e isso proporcionou algumas ddificuldades principalmente no que diz
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respeito ao proprio manejo do exerto; como a dificuldade de higienizacao local, a colocagdo
de pomadas e unguentos; outro fato diz respeito a falta de meios para vir a consultas com a
regularidade devida, tais relatos demonstram como a pesquisa clinica prospectiva e dificil

em nosso pais
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12.CONCLUSOES

Com base nas observagdes realizadas durante todo o acompanhamento dos

doentes, foi possivel extrair algumas conclusdes.

1.

Os implantes de culturas de queratindcitos autélogos mostraram ser uma boa op¢ao
terapéutica na cicatrizagao das ulceras venosas.

A aplicacdo dessa técnica, para cicatrizagdo de ulceras venosas, ndo necessitou em
nenhum momento de internacdo hospitalar, ao contrario do observado com os
enxertos tradicionais. Como foi realizada em regime ambulatorial, nenhum dos
doentes necessitou ser afastado do trabalho, durante o tempo de acompanhamento.
Em nenhum dos doentes foi observada rejei¢do, ao enxerto, ou qualquer reacdo
adversa.

A adicdo da Diosmina 450mg + Hesperidina 50mg Micronizada, auxilia a diminuir
o tempo de cicatrizagdo final.

O grupo que utilizou a Diosmina 450mg + Hesperidina 50mg Micronizada,
apresentou menor tempo de cicatrizagdo independente do tamanho das tlceras.

As ulceras consideradas maiores sem o uso da Diosmina 450mg + Hesperidina
50mg Micronizada foram as que apresentaram resultados piores em relacdo as
demais. As ulceras venosas consideradas menores, em uso da medicacdo foram as
que apresentaram melhores resultados quanto 4 cicatrizagao.

A terapia celular com os queratindcitos autélogos mais o uso de Diosmina 450mg +

Hesperidina 50mg Micronizada para a cicatrizagdo das dlceras mostrou-se eficaz.
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13.Abstract

TREATMENT OF VENOUS STASIS ULCER, THROUGH CELL THERAPY WITH
KERATINOCYTE AUTOGRAFT IN PATIENTS USERS OF MICRONIZED DIOSMIN
AND HESPERIDIN.

Prospective randomization open clinical analysis to treatment of venous stasis ulcer,
through cell therapy with keratinocyte autograft, compared in two, groups users or not of
micronized diosmin and hesperidin.

Introduction: The venous stasis ulcer is the most severe complication of chronic venous
insufficiency, affecting adults and keeping them away from work and from normal social
life. Objective: To demonstrate a new therapeutic method for accelerating healing.
Methods: Twenty-five (25) patients with venous stasis ulcers, CEAP VI, who have not
healed with conventional treatments were selected from the Clinic of Peripheral Vascular
Diseases, Faculty of Medical Sciences, UNICAMP — were treated with autograft
keratinocytes, grown in the skin cell culture laboratory, CIPED-FCM — UNICAMP. They
were divided into two groups, Group I-11 patients, 10 female and 1 male, Group II-14
patients, 11 female and 3 male. Both groups were treated with autograft keratinocytes on
the clean ulcer bed, and group II, was also given a dose of micronized diosmin hesperidin
every 12 hours. All the patients were asked to take a 30-minute rest in the Trendelenburg
position for two hours of usual activity. Results: After the evaluation of data with statistics
methods no parametric Healing and/or improvement of the ulcers with significant reduction
of the bed in both groups were observed, with Group II obtaining precocious results.
Conclusion This method proves to be a good therapeutic option to help in the healing of

stasis ulcers
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