MARCELO MATTOS E DINATO

TERAPIA CELULAR COM IMPLANTES AUTOLOGOS DE
CELULAS DERMICAS E EPIDERMICAS EM
ULCERAS CUTANEAS DE PACIENTES DIABETICOS

CAMPINAS
Unicamp
2010



MARCELO MATTOS E DINATO

TERAPIA CELULAR COM IMPLANTES AUTOLOGOS DE
CELULAS DERMICAS E EPIDERMICAS EM
ULCERAS CUTANEAS DE PACIENTES DIABETICOS

Dissertacdo de Mestrado apresentada a Pods-Graduacao
da Faculdade de Ciéncias Meédicas da Universidade
Estadual de Campinas, para obtencéo do titulo de Mestre

em Clinica Médica, na area de concentracao Dermatologia

Orientadora: Profa. Dra. Maria Beatriz Puzzi

CAMPINAS
Unicamp
2010

fii



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
Bibliotecario: Rosana Evangelista Poderoso - CRB-82 / 6652

Dinato, Marcelo Mattos e

D61t Terapia celular com implantes aut6logos de células dérmicas
e epidérmicas em Ulceras cutaneas de pacientes diabéticos /
Marcelo Mattos e Dinato. Campinas, SP: [s.n.], 2010.

Orientador: Maria Beatriz Puzzi
Dissertagao (Mestrado) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Diabetes Mellitus. 2. Pé diabético. 3. Células - Cultura e
meios de cultura. |. Puzzi, Maria Beatriz. Il. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Titulo.

Titulo em inglés: Tissue therapy with epidermal and dermal culture cells for
diabetic foot ulcers

Keywords: e Diabetes Mellitus
e Diabetic foot

e Cells-Culture and culture media

Titulacao: Mestre em Clinica Médica
Area de Concentracdo: Dermatologia

Banca examinadora:
Prof2. Dr2. Maria Beatriz Puzzi

Profé. Dr
Profe. Dr

[[:Y

. Denise Engelbretch Zantut

10

. Marco Andrey Cipriani Frade

Data da defesa: 18-11-2010

iv



Banca examinadora da Dissertagdo de Mestrado

Marcelo Mattos e Dinato

Orientador: Prof2. Dr2. Maria Beatriz Puzzi

Membros:
| D
1. Prof®. Dr®. Maria Beatriz Puzzi UL .JQ | W]
2. Prof. Dr. Marco Andrey Cipriani Frade »(;“ m bt
3. Prof®. Dr. Denise Engelbrejch.Zantut Wittman: _,j}fu.v-ﬁwﬂ}’/

Curso de Pos-Graduagdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 18/11/2010




DEDICATORIA

Aos meus Pais,

razao maior desta obra.

A Roseli,
minha esposa,

amor da minha vida.

A Monique,

minha vida!

vii



AGRADECIMENTOS

Meus sinceros agradecimentos a todos aqueles que, direta ou
indiretamente, contribuiram para a realizagdo deste trabalho.

Meu reconhecimento especial:

A Prof. Dr®. Maria Beatriz Puzzi, minha eximia orientadora, exemplo de
dedicacao e coragem, por toda a acolhida durante estes anos em que tive o
privilégio de compartilhar momentos Unicos em uma das maiores universidades do
Brasil e do Mundo, a UNICAMP.

A Dra. Jussara Rehder, que desprendeu de seu tempo pessoal em prol
de minha pesquisa, com Exceléncia em seu trabalho.

A Dra. Fabiana Regina Xavier Batista, engenheira, pelo apoio e
oportunas sugestées no exame de qualificacao.

Ao Prof. Dr. Ney Romiti, o qual conduziu toda a minha formagéo
profissional, exemplo de conduta e dignidade, que muitas vezes extrapolou o
magnifico professor que ¢é para atuar com afetividade paterna.

Meu reconhecimento e agradecimento.

A Fundagdo Lusiada, através do magnifico Senhor Reitor
Dr. Nelson Teixeira, pela confianca depositada desde o inicio de minha formacao

académica.

Ao Prof. Dr. Mauro César Dinato, chefe do Centro de Pesquisa Clinica
do Hospital Guilherme Alvaro e Coordenador do Curso de Medicina da UNILUS,

pelo amor infinito como Pai e Professor renomado.

Ao Instituto de Analises Clinicas de Santos, na pessoa do
Prof. Dr. Luis Antonio da Silva, por abrir as portas de seu laboratério para a

pesquisa sem fins lucrativos.

ix



A Profe. Dr®. Sandra Lopes Mattos e Dinato, Chefe do Departamento de
Clinica Médica do Centro Universitario Lusiada, por ser ao mesmo tempo
Parte e Todo deste trabalho, sempre presente.

Ao Prof. Dr. Alberto de Macedo Soares, por elucidar mecanismos para
que o sonho deste projeto se tornasse realidade.

Aos infectologistas Prof. Dr. Marcos Montani Caseiro e
Prof?. Dr®. Ana Paula Rocha Veiga, pelos sabios e certeiros ensinamentos sobre

resisténcia bacteriana.

A Dr Roseli de Oliva Dinato, por caminhar lado a lado comigo,

na busca incessante da exceléncia na medicina.

A Marcia de Freitas, pelo imprescindivel auxilio na realizagdo desta
obra.

A Suzana Vieira e a Maria do Socorro, pela prestimosa ajuda durante

esta pesquisa.

Ao meu irmao Ricardo, pela contribuicdo intelectual nas suas diversas

areas de conhecimento.

Ao Antonio Ignacio Junior, pela sua incansavel cooperacdao na

assessoria computacional.

Ao Prof. Mestre Fernando Kauffmann Barbosa, pela sua imprescindivel
contribuicao na analise estatistica.

A Rose Margareth Silvestre, exemplo de ser humano, minha gratidao.

Aos funcionarios da subfrota do HGA pela disponibilidade e ajuda no
transporte do material biologico para Campinas.

Aos pacientes, objetivo principal deste estudo, pela confiancga, respeito,

amizade e, sobretudo, por terem acreditado no tratamento e na cura.

Xi



"A razdo da existéncia é
0 exercicio da fungéo util,

no ponto que o meio precisa.”

“O trabalho é tudo.
E tudo no relativo e
é tudo no Absoluto’.

Dr. Celso Charuri

Xiii



RESUMO



RESUMO

Grande parte das Ulceras diabéticas em extremidades inferiores tem dificil
cicatrizagdo, representando a causa mais comum de amputagdo ndo traumatica
no mundo. Para pacientes sem resposta a terapéutica classica como
desbridamentos, curativos e antibioticoterapia sistémica, pode ser excelente
indicagdo a terapia celular. O propésito deste estudo foi avaliar a eficacia de
implantes autdlogos de células da pele (fibroblastos e queratindcitos) cultivadas
"in vitro" e aplicadas com cola de fibrina autéloga em Ulceras cutédneas cronicas de
5 pacientes diabéticos (4 DM2 e 1 DM1) com diagnostico variando de
9 a 34 anos. Foram tratadas 6 UGlceras de 4,0 a 36.62 cm? de tamanho com
duracado de 4 meses a 20 anos, localizadas em membros inferiores, sem resposta
a diversos tratamentos convencionais. Observou-se cicatrizagdo completa em
5 Ulceras (83,3%) entre 21 e 120 dias, sendo que a média dos indices de
Cicatrizacao das Ulceras (ICU) foi de 62%, 75%, 78% e 83%, no 30% 60°% 90° e
120° dias de evolucao, respectivamente. Existe uma correlagdo entre a velocidade
de cicatrizagdo, o tamanho da Ulcera e o0 seu tempo de duragao.
Nao ocorreram reacoes adversas decorrentes do tratamento. Concluiu-se que,
a terapia celular (queratinécitos-fibroblastos) associada a cola de fibrina autéloga
mostrou-se uma opcao terapéutica eficaz, autéloga, de realizacdo ambulatorial
minimamente invasiva que acelerou significativamente o processo de cicatrizacao

das ulceras diabéticas cronicas.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Pé diabético. Terapia celular autéloga.
Cultura de células.
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ABSTRACT



ABSTRACT

A great part of diabetic ulcers on the lower extremities have difficult healing and
represent the most common cause of amputation worldwide. For patients
unresponsive to the classical therapy with debridement, dressings and systemic
antibiotic therapy, cell therapy may be an excellent indication. The objective of this
study was to assess the efficacy of autologous skin cell (fibroblasts and
keratinocytes) implants cultivated in vitro and applied with autologous fibrin glue to
chronic skin ulcers of 5 diabetic patients (4 DM2 and 1 DM1) who had been
diagnosed between 9 and 34 years before. There were 6 ulcers from 4.0 to
36.62 cm? in size, with onset between 4 months and 20 years before, located on
the lower limbs and unresponsive to several conventional treatments.
Complete healing was observed in 5 ulcers (83.3%), after 21 to 120 days and the
average of ulcer healing indices (UHI) were 62%, 75%, 78% and 83%, on the 30th,
60th, 90th and 120th days, respectively. There is a correlation between healing
time, ulcer size and duration. No adverse reactions derived from the treatment
occurred. It was concluded that cell therapy (keratinocytes, fibroblasts) associated
with autologous fibrin glue proved to be an effective therapeutic option, minimally
invasive and performed on an outpatient basis, that has significantly accelerated

the healing of chronic diabetic ulcers.

Key words: Diabetes Mellitus. Diabetic foot. Autologous tissue therapy.

Cell culture.
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Diabetes melito (DM) é importante problema de saude publica mundial,
afetando 5 a 10% da populacédo e diminuindo a qualidade de vida dos individuos
afetados, devido as significativas complicagbes micro e macroangiopaticas que

acarreta’?34,

Trata-se de doenga metabdlica caracterizada por hiperglicemia,
resultante de defeitos na secrecdo de insulina, agdo de insulina ou ambos®.
Em 1997°, a associacdo americana de diabetes publicou novos critérios para
diagnodstico e classificagdo da doenga, que serdo listados abaixo. Em 20037,
adicionou o conceito de glicemia de jejum alterada e em 2010%, a hemoglobina
glicada (Hb1Ac) foi acrescentada como um dos parametros para o diagnéstico do

diabetes.

Classificacdo do diabetes melito®®"%°:

1- Diabetes melito tipo 1 (DM1): resultante da destruicdo da célula beta

pancreatica, que usualmente leva a deficiéncia absoluta de insulina.

2- Diabetes melito tipo 2 (DM2): resultante de um defeito secretério de insulina

progressivo e resisténcia a insulina em tecidos periféricos.

3- Outros tipos especificos de diabetes devido a outras causas, como defeitos
genéticos na fungao da célula beta, defeitos genéticos na fungédo da insulina,
doenga do pancreas exocrino (como fibrose cistica) e induzido por drogas

(como no tratamento de AIDS ou apds transplantes de 6rgéos).

4- Diabetes melito gestacional (diabetes diagnosticado durante a gravidez).

E importante referir que 90 a 95% de todos os diabéticos sdo

classificados como tipo 2°.

Introdugéo
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A patogénese do DM2 é complexa e envolve a interacdo de fatores
genéticos e ambientais. Dos fatores ambientais se destacam a obesidade e estilo
de vida sedentario. Do ponto de vista fisiopatologico, individuos com este tipo de
diabetes apresentam, de um modo geral, 3 anormalidades fundamentais:
resisténcia a agao da insulina em tecidos periféricos como musculo, gordura e
figado; defeito na secrecdo de insulina, particularmente em resposta ao estimulo
com glicose e aumento da produgao hepatica de glicose 10,

O DM1 é doenca crénica, caracterizada pela destruicdo imunomediada
progressiva das células beta das ilhotas pancreaticas, o que provoca secregao
insuficiente de insulina. Os fatores imunogenéticos e ambientais associados ao

DM1 ainda n&o foram completamente esclarecidos'".

Critérios diagnosticos do diabetes melito®%"%°:

1- Glicemia plasmatica de jejum 2126mg/dl (confirmada em uma segunda coleta

em outro dia); ou

2- Sintomas classicos de hiperglicemia (poliuria, polidipsia, polifagia e perda de
peso) e uma glicemia plasmatica casual (colhida a qualquer hora do dia sem

relacdo com as refeigdes) 2200mg/dl; ou

3- Glicemia plasmatica 2 horas apds sobrecarga de glicose (75g de glicose

dissolvida em agua via oral) 2200mg/dl;

4- Hb1Ac >6,5%.

A curva glicémica ndo é recomendada de rotina; devera ser utilizada

para avaliar pacientes com fatores de risco para diabetes, que apresentem

glicemia plasmatica de jejum normal ou alterada (pré-diabetes) >°.

Introdugéo
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Durante a evolugdo desta endocrinopatia, podem surgir complicagoes
cronicas, as quais sao caracterizadas por alteragbes microvasculares (retinopatia,
nefropatia e neuropatia) e macrovasculares (doenga coronariana, doenga oclusiva

arterial periférica e doenca oclusiva arterial cerebral)®'*"2.

O diagnéstico do DM1 é estabelecido imediatamente apds o inicio da
hiperglicemia e sdo necessarios muitos anos de descompensagao metabdlica para
ocorrerem tais complicagcbes. Ja o DM2, em geral, ndo ¢é identificado
precocemente na populacdo diabética (em média levam de 5 a 7 anos entre a
instalagdo e o diagndstico da doencga), o que induz ao aumento da ocorréncia das
graves manifestagdes descritas. Estas complicagdes estdo associadas ao estilo de
vida (sedentarismo, consumo de alcool e cigarro), outras doengas de natureza

metabdlica (dislipidemia e obesidade) e hemodinamica (hipertensao arterial)'.

O atual Consenso Americano recomenda a manutengdo da
hemoglobina glicada <7,0% como alvo terapéutico para a maior parte dos

portadores de diabetes®”.

Devido ao fato da hemoglobina glicada refletir a média da glicemia dos
ultimos 3 meses, ela tem um valor preditivo elevado para as complicagbes do
diabetes. Condi¢gdes que afetam o eritrocito (hemdlise, perda sanguinea) e
variantes da hemoglobina devem ser levadas em consideragdo, principalmente
quando os valores da hemoglobina glicada n&o se correlacionam com a situagao

clinica®®.

De acordo com os membros do “The Advanced Collaborative Group””,

o tratamento intensivo do DM2, mantendo a hemoglobina glicada a valores de
6,5%, promoveu reducao relativa no evento combinado macro e microvascular,

principalmente devido a nefropatia.

Por outro lado, Saydah et al."® revelaram que somente 37% dos adultos
com diabetes atingem niveis de hemoglobina glicada <7%, somente 36%

apresentam pressao arterial <130/80mmHg e apenas 48% tém colesterol total

Introdugéo
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<200mg/dl. Mais preocupante € que somente 7,3% dos doentes diabéticos

atingem as 3 metas de tratamento.

Entre todas as complicacdes do DM destaca-se o pé diabético'®'>16,

cuja definicdo'® utilizada pelo Grupo de Trabalho Internacional do Pé Diabético e
adotada pela Organizacao Mundial de Saude é: “O pé diabético é situacado de
infecgdo, ulceragdo ou também destruicdo dos tecidos profundos dos pés,
associada a anormalidades neurologicas e varios graus de doenga vascular

periférica nos membros inferiores”.

Em 5 a 15% dos pacientes diabéticos desenvolvem-se Ulceras cutédneas
nas extremidades inferiores, particularmente nos pés, as quais sdo complicagdes
importantes causadas por alteragdes vasculares e neurolégicas, em combinagéo
com infecgdes oportunistas persistentes e cicatrizagdo deficiente®>* !5,

Estudos mostram que 1% deles ja foram submetidos & amputagédo®.

O risco de amputacao é 15 a 46 vezes maior nos diabéticos do que nos
nao diabéticos; e que representam a causa mais comum de amputacdo de

extremidade inferior ndo traumatica no mundo industrializado'®.

Assim, os portadores da doenca devem ser orientados quanto aos
cuidados diarios necessarios com esta regido do seu corpo, visando a prevengao
destas complicagbes. Também, obrigatéria € a realizacdo de um exame médico
minucioso dos pés, para eventual identificacdo de fatores de risco para a

ocorréncia de ulceracdes, ou até mesmo, amputagéog.
Destacam-se os seguintes fatores de risco®:

e Amputacgao prévia,

¢ Antecedente de ulcera no pé€,
¢ Neuropatia periférica,

o Deformidades dos pés,

e Doenga vascular periférica,

o Alteracbes visuais,

Introdugéo
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¢ Nefropatia diabética (principalmente pacientes em dialise),
¢ Mau controle glicémico,

e Fumantes.

Em relagcdo a neuropatia, devem ser ressaltadas as alteragcbes

sensitivas, motoras e autondémicas'>'°:

1- Neuropatia sensitiva: perda da sensibilidade tatil, térmica, dolorosa e
proprioceptiva. A ulcera surge por falta de percepgéo aos pequenos traumas ou

queimaduras.

2- Neuropatia motora: atrofia e fraqueza da musculatura intrinseca do pé,
causando flexdo e deformacdo dos dedos, interfere na deambulagao.
Com isto, ocorre aumento da pressao em determinadas areas, como nos

metatarsos e dedos, favorecendo a formagao de calos e perfuragoes.

3- Neuropatia autonémica: diminuigdo da sudorese, ressecamento e fissuras na
pele. A perda do reflexo simpatico provoca dilatagdo pré-capilar com aumento
do fluxo sanguineo nas comunicagbes arteriovenosas, seguida pelo aumento
da pressao venosa e diminuicdo do fluxo capilar na pele, com consequente

edema. Esta sequéncia de eventos aumenta o risco de infecgao e isquemia.

Por outro lado, a vasculopatia em geral estd associada a

neuropatia’"°.

A maior parte das ulceras que ocorrem em diabéticos sdo neuropaticas
ou neuroisquémicas. Porém, algumas vezes, na doenga vascular periférica podera
surgir ulcera dolorosa puramente isquémica (menos de 15% dos casos),
devido a reducado do fluxo sanguineo. Apesar da neuropatia e isquemia serem 0s
principais agentes causais da ulceragdo e amputagdo em diabéticos,
geralmente ocorre a atuagao de um fator ambiental desencadeante, como sapatos

apertados, traumas ou queimaduras.
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O espessamento da membrana basal e o edema do endotélio capilar
causados pela microangiopatia diabética, quando associados a traumas poderao
resultar em oclusao total das artérias (macroangiopatia diabética), resultando em

gangrena da extremidade.

Ja as infecgbes no pé diabético podem ser de origem polimicrobiana

(fangicas e bacterianas)'®'°.

Nas infecgdes superficiais predominam os germes Gram positivos
(S. aureus e S. epidermidis), enquanto nas lesbes mais profundas,
os Gram negativos (E. coli, Proteus e Pseudomonas) e os anaerdbicos.
Devido as alteragbes vasculares locais, a resposta inflamatdria pode estar
comprometida; além disso, muitas vezes, as lesbes ndo s&o identificadas pelos
pacientes por longos periodos, evoluindo para comprometimento de tecidos

profundos chegando a osteomielite, gangrena e necessidade de amputagao.

Para classificar as Uulceras de membros inferiores em pacientes
diabéticos, foram desenvolvidos alguns sistemas como as Classificagdes de

Wagner e a da Universidade do Texas'>.
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Sistemas de classificacao de ulceras diabéticas

Classificacao de Wagner

Grau Caracteristicas
0 Sem lesdo. Pé de alto risco
(deformidades, calos e insensibilidade).
1 Ulcera superficial, sem envolvimento de
tecidos adjacentes.
2 Ulcera mais profunda, com envolvimento
de tenddes.
3 Ulcera profunda, com comprometimento
0sseo (osteomielite).
Gangrena localizada (dedos, calcanhar).
Gangrena de todo o pé.

Classificacao da Universidade do Texas

Estagio Grau 0 Graut Grau 2 Grau 3
, Ulcera profunda com | Ulcera profunda
Pele Ulcera . _
A ] . acometimento de | com acometimento
integra superficial 3 . . .
tendao e capsula 0sseo ou articular
B + Infeccdo | + Infeccao + Infeccao + Infeccao
C + Isquemia | + Isquemia + Isquemia + Isquemia
b + Infecgdo | + Infeccdo + Infeccéo e + Infeccéo e
e Isquemia | e Isquemia Isquemia Isquemia
Introdugéo
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Estratégias urgentes devem ser instituidas para melhor controle do pé
diabético. Alguns autores sdo da opinido que a criagdo de equipes
multidisciplinares com capacitagdo de profissionais da area médica € de grande
relevancia, pois muitos doentes nao tém informacdes adequadas ao autocuidado e
poucos t&m os seus pés examinados nas consultas’. Ressalta-se que seu
tratamento exige significativo custo financeiro para a sociedade e, além disso,
diabéticos com ulceras nos pés tém duas vezes mais mortalidade do que aqueles
com pés saudaveis>*.

Assim, € necessario o controle clinico-laboratorial rigoroso dos niveis
glicémicos e dos pés diabéticos, sendo que uma terapéutica mais efetiva para as
tlceras diabéticas é imperativa®. Classicamente, indicam-se antibiéticos tépicos
para o controle da infeccdo e desbridamento para a remocao de tecidos
necroticos, além de curativos oclusivos. Também, sao citados o uso de carvao
ativado e prata, sulfadiazina de prata, fitoterapicos, fatores de crescimento
exdgeno, biopolimeros do latex da seringueira, oxigénio hiperbarico, estimulagao
elétrica e irradiagdo (LASER)>'"1920,

Porém, diante da resposta insatisfatéria dos procedimentos rotineiros
ou convencionais, estratégias avangadas advindas do progresso da biotecnologia
de materiais e culturas de células, como o uso de enxertos de pele e implantes de

células, podem ser excelente opgao para o diabetdlogo'”8:2122,

Sabe-se que, a pele lesada se repara através da proliferagcdo e
crescimento das células da derme (fibroblastos e outras células estromatosas)
e/ou epiderme (queratindcitos e melandcitos) remanescentes®. A cicatrizagdo das
Ulceras consiste de uma sequéncia de eventos celulares e moleculares,

como inflamagao, proliferagdo e remodelagdo’****.

A inflamagao depende de inumeros mediadores quimicos, das células
inflamatorias  (leucocitos  polimorfonucleares, macréfagos e  linfécitos)
e da fibronectina (sintetizada por fibroblastos, queratinécitos e células endoteliais).
Esta adere simultaneamente a fibrina, ao colageno e a outros tipos de células,

funcionando como cola®.
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A proliferacao se inicia pela reepitelizagdo, na qual ocorre a migracao
de queratinécitos nao danificados das bordas da ulcera. Fatores de crescimento
sao 0s provaveis responsaveis pelos aumentos das mitoses e hiperplasia do
epitélio. Em seguida ocorre a fibroplasia, importante na formagdo do tecido de
granulagcdo, o qual depende do fibroblasto que produz colageno, elastina,
fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, responsaveis pelo desbridamento e
remodelamento fisiolégico. Por dudltimo, a angiogénese, essencial para o

suprimento de oxigénio e nutrientes para a cicatrizagao'?%%*.

Na sequéncia surge a contragdo da ferida, que é o movimento

centripeto de suas bordas?.

Finalmente, ha a remodelacdo que € responsavel pelo aumento da
forca de tensdo e pela diminuicdo do tamanho da cicatriz, do eritema e da

neovasculatura®®?*,

No entanto, muitos fatores podem interferir neste complexo processo,

tanto os de ordem local quanto geral, como o DM?*,

Por outro lado, com o desenvolvimento da biologia molecular e da
engenharia de tecidos, observou-se que, para se obter tecidos complexos em
laboratério, visando ajudar na cicatrizagdo, era necessario reproduzir “in vitro”

condigdes encontradas “in vivo™®.

KIM et al. (1999) sintetizaram um substituto artificial de pele utilizando
uma esponja de colageno, na qual foram injetados fibroblastos e semeados
queratinécitos. O sistema foi mantido em interface ar-liquido. Apdés 5 dias,
haviam cerca de 10 camadas de queratinécitos e os fibroblastos ocuparam todo o

interior da esponja®.

Stock e Vacanti (2001) confirmaram que as melhores perspectivas para
a obtencdo de tecidos complexos em laboratorios € o uso de matrizes
biodegradaveis que serviriam de “moldes” para direcionarem o crescimento

celular. Estas matrizes sdao normalmente preenchidas com células vivas, derivadas
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de bidpsias ou de células pluripotentes, que se proliferam, organizam e produzem

matrizes celular e extracelular?’.

Assim, ja existem alguns substitutos dérmicos utilizados para cobertura
de areas cutaneas ulceradas, como por exemplo: Biobrane®, Dermagraft®,
AIIoderm®, Integra®, MySkin®, que consistem em biomateriais como colageno,
acido hialurénico, silicone, derme cadavérica, etc., onde podem ser semeadas
culturas de queratindcitos ou fibroblastos. Também sdo encontrados equivalentes
de epidermes como EpiSkin® e EpiDerm® e equivalentes de pele humana
(derme e epiderme) como EpiDerm FT®, utilizado principalmente para testar
drogas e cosméticos, e Apligraf® (dupla membrana consistindo de matriz de
colageno bovino com fibroblastos neonatal e epitélio estratificado contendo

queratindcitos), utilizado no tratamento de Ulceras cutaneas?'?>%,

Rehder et al (2004) demonstraram um método de obtencédo de
epiderme humana reconstruida “in vitro”, equivalente histologicamente a epiderme
“in vivo”, utilizando queratinécitos e melandcitos cultivados sobre uma derme
humana morta desepidermizada. Este estudo foi realizado no Laboratério de
Cultura de Células da Pele da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade

Estadual de Campinas®.

Ainda no referido laboratério, SOUTO et al (2006) descreveram um
modelo de pele humana reconstruida “in vitro”, composta de derme e epiderme

I

associadas, histologicamente semelhante a pele humana ‘in vivo”.
Com a utilizagdo de matriz de colageno, foi possivel reproduzir a partir da cultura
de fibroblastos humanos, uma derme humana reconstruida “in vitro”. Sobre essa
derme, através de cultura de queratindcitos e melandcitos humanos, forma-se uma
epiderme diferenciada, o que leva a formagdo de uma pele humana reconstruida
“in vitro”. Este modelo difere dos equivalentes de pele acima descritos,
pois contém melandcitos na epiderme e derme humana reconstruida com os

préprios fibroblastos produzindo o colageno, possibilitando enxertos autélogosz‘:’.
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Assim, diante da gravidade das ulceras cutaneas cronicas na populagao
diabética, das dificuldades terapéuticas encontradas e, considerando os novos
avancos na area da biotecnologia aplicada a cicatrizagéo, torna-se interessante
avaliar a eficacia clinica da terapia celular autéloga (queratindcitos e fibroblastos)

associado a cola de fibrina nessas lesbes de membros inferiores.
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2- REVISAO DA LITERATURA
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Na segunda metade do seculo XX, além do grande desenvolvimento de
curativos e de técnicas cirurgicas que possibilitaram a realizacdo de enxertos de
pele de forma mais segura e eficaz, aumentou de forma espetacular, o interesse

pela engenharia de tecidos®.

Embora os mecanismos de acdo de um tecido obtido em laboratério e
colocado sobre um ferimento ndo sejam perfeitamente claros, sugere-se que as
células vivas dentro de substitutos artificiais de pele sejam “inteligentes”
em termos de bioengenharia. As células seriam capazes de distinguir e se
adaptarem ao meio ambiente encontrado, agindo apropriadamente em relagao ao
reparo do tecido®.

Destaca-se o estudo de Margulis et al. (2004), os quais descreveram
método para obtencdo 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 simultanea de fibroblastos dentro de um gel de colageno e de

queratinécitos sobre esse gel®.

Na literatura, sdo descritos estudos com terapia celular, para o

31,32

tratamento de Ulceras crbnicas de pernas, de diversas etiologias® °“, inclusive em

péS diabétiCOSZ’17’18’21’22’28’33’34’35’36.

Harvima IT et al. (1999) concluiram que ambos, queratinécitos e
fibroblastos, sdo igualmente eficazes no processo de cicatrizacdo. Um total de
26 Ulceras diabéticas e 25 ulceras ndo diabéticas foram tratadas com culturas
alogénicas de epitélios de queratindcitos e/ou esponjas gelatinosas de
fibroblastos, uma vez por semana até a completa cicatrizagdo. A duracdo das
tlceras diabéticas foi 10,3 a 15,8 meses e o tamanho foi 3,1 a 6,6cm?. A duracio
das Ulceras ndo diabéticas foi 6,8 a 6,0 meses e o tamanho 10,5 a 11,8cm?.
O tempo necessario para cicatrizacdo das Ulceras diabéticas nao foi

significativamente diferente das Ulceras nao diabéticas®.
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Hanft JR & Surprenant MS (2002) concluiram que a derme derivada de
fibroblasto humano (Dermagraft) € um tratamento seguro e eficaz para ulceras
cronicas de pés, com mais de 6 semanas de duracado, em 28 pacientes diabéticos
(14 com Dermagraft e 14 do grupo controle). Estes resultados foram da avaliacéao
feita em seu centro de pesquisa, que participou de estudo prospectivo
multicéntrico randomizado controlado de 12 semanas. Na semana 12,
houve cicatrizacdo estatisticamente significante maior nos pacientes com o

material do estudo do que no grupo controle (71,4% para 14,3%)%*.

Lobmann R et al (2003) investigaram a aplicacdo de queratinécitos
humanos autélogos cultivados em membranas compostas de benzil ester de acido
hialurdnico (Laserskin autograft) em Ulceras de pés diabéticos. Estudaram
14 pacientes com diabetes tipo 2 com Ulceras de mais de 6 meses de duracédo ou
com Ulceras sem aparente cicatrizacao por 12 semanas. Entre 6 e 64 dias apos o
transplante (dependendo do tamanho da ulceracdo), 11/14 lesbes tiveram
cicatrizagdo completa. O transplante de queratindcitos autélogos pode ajudar na
cicatrizagcdo mais rapida das Ulceras dos pés diabéticos e, consequentemente,
reduzir o tempo de hospitalizacdo. Este método pode ser uma opcao para o
diabetélogo'®.

Han SK et al. (2004) concluiram que o uso de enxertos de fibroblastos
alogénicos humanos frescos é um tratamento eficaz e seguro para ulceras de pés
diabéticos. Os autores trataram 8 pacientes (4 homens e 4 mulheres) com idade
variando entre 50 e 67 anos, com Ulceras de 6 a 17 semanas de evolucédo e
2,0 a 6,0cm?® de tamanho; sendo 3 pacientes com exposicdo dssea.
Fizeram cultivo de fibroblastos dérmicos humanos de adolescentes saudaveis,
em meio Eagle modificado por Dulbecco. As células cultivadas foram aplicadas
sobre as uUlceras imediatamente apods desbridamento; fibrina foi usada como uma
célula carreadora. Foram feitos curativos a cada 3 dias com Tegaderm até a cura;
sendo observada cicatrizacdo completa em todos o0s pacientes.

Foram necessarios 11 a 21 dias para a completa reepitelizacéo das tlceras®.
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Moustafa M et al. (2004) avaliaram uma nova célula carreadora de
superficie (TranCell) para o transporte de queratinécitos autélogos, visando a
cicatrizacdo de Ulceras de pés neuropaticas cronicas resistentes aos tratamentos
convencionais. Foram tratados 6 pacientes com idade entre 42 e 65 anos,
e diabetes ha 12 a 30 anos, apresentando 9 ulceras com duragéo de 4 semanas a
4 anos. Observaram cicatrizacdo completa em 6 ulceras, reducao no tamanho da
tlcera em 1, auséncia de resposta em 1 e descontinuacao do tratamento em 1.
A cicatrizagdo levou de 6 a 17 aplicacbes semanais, no decurso de
6 a 20 semanas. Concluiram ser um estudo promissor, bem aceito pelos
pacientes, pois conseguiram obter queratindcitos suficientes para o tratamento em
um curto tempo (2 semanas) e a partir de uma pequena biépsia de pele'’.

Bayram Y et al. (2005) investigaram a eficacia do curativo celular com
queratindcitos alogénicos vivos no tratamento de Ulceras de pés diabéticos.
Foram incluidos no estudo 40 pacientes. No grupo tratado (20) foi encontrado
92% de reducdo da Uulcera apdés 30 dias de tratamento; enquanto no
grupo-controle (20) apenas 32%. Os curativos foram feitos a cada 3 dias até a
cura completa; portanto, 10 curativos no periodo referido. Afirmam que este tipo
de terapéutica pode trazer contribuicbes importantes para cicatrizagdo de Ulceras
em pés diabéticos. Este é o primeiro trabalho controlado, para tratamento de

Ulceras diabéticas, com curativos baseados em queratinécit0321.

Vojtassak et al. (2006) estudaram um paciente branco, de 77 anos de
idade, com ulcera de pé diabético de 25 anos de durag¢do. Observaram melhora na
cicatrizagdo com diminuicdo do tamanho da ulcera e aumento na vascularizagao e
no espessamento da derme, ja apds 29 dias de tratamento, com uma nova e
eficaz técnica, utilizando enxertos compostos de fibroblastos autélogos obtidos por
bidpsia de pele e cultivados em membrana colagena biodegradavel (Coladerm)
em combinagcdo com ceélulas mesenquimais derivadas da medula 6ssea do
paciente. O aspirado de medula éssea do paciente com pé diabético foi aplicado
diretamente na ulcera, injetado dentro das bordas da ulcera, finalmente coberta
com o enxerto autdlogo preparado. O paciente recebeu 2 tratamentos adicionais,
nos dias 7 e 172.
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Hu S et al. (2006) trataram, com sucesso, 10 pacientes com Apligraf,
Apligraf derme somente (sem epiderme) e um filme de poliuretano, ndo havendo
diferenga com as 3 modalidades terapéuticas. Tratavam-se de uUlceras do mesmo
tamanho, profundidade e localizacdo anatémica. Apligraf € um produto produzido
através da bioengenharia, constituido de matriz de colageno bovino com
fibroblastos neonatais recoberto por um epitélio estratificado contendo

queratindcitos vivos?®.

Cavallini (2007) estudou 10 pacientes diabéticos (6 homens e
4 mulheres, com idade entre 45 e 76 anos) com grandes e profundas Ulceras em
pernas ou pés, sem melhora com tratamentos classicos, nas quais aplicou
misturas de fibroblastos aut6logos espandidos “in vitro” que foram semeados em
benzil ester de &cido hialurbnico (HYAFF). Previamente foram realizados
desbridamento cirargico e cultura com antibiograma da ulcera, além de bidpsia de
pele para a obtencdo dos fibroblastos. Observou cicatrizagdo completa em
7 pacientes apos 8, 12, 12, 14, 16, 18, 20 semanas da primeira aplicacdo do
enxerto. Dois pacientes tiveram mais do que 70% de cicatrizacdao apés
20 e 28 semanas. Um paciente foi a ébito por infarto do miocardio. E de opinido
que esta € uma opgao terapéutica satisfatoria para grandes ulceras de pernas,

em particular nas diabéticas®.

Assim, a revisdo da literatura mostra claramente que a terapia celular é
um campo bastante promissor, na tentativa de beneficiar doentes com Ulceras
cronicas. Porém, ainda ha necessidade de grandes investimentos em estudos e
pesquisas nesta area da medicina.

Em nosso estudo destaca-se a primazia da utilizacdo da cola de fibrina
autéloga, assim como da associacdo de células autélogas (queratinécitos e
fibroblastos) cultivadas “in vitro”. Na literatura, nao foi encontrado nenhum trabalho
com a utilizacao associada destas técnicas.
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3- OBJETIVOS



2.1- Objetivo geral

Apresentar uma nova proposta terapéutica cirdrgica para o tratamento
do pé diabético refratario as condutas usuais.

2.2- Objetivo especifico

Avaliar a terapia celular com implantes autélogos de células da pele
cultivadas “in vitro” e aplicadas com cola de fibrina autdéloga em ulceras cutaneas
de membros inferiores em pacientes diabéticos tipo 1 e 2, considerando os indices

de cicatrizacado das Ulceras, tempo de fechamento e efeitos adversos.
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4- MATERIAL E METODOS
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4.1- Aspectos éticos

Estudo aprovado no Comité de Etica do Hospital Guilherme Alvaro/
Fundagao Lusiada - Santos - SP (Parecer n° 236/ 2006) (Anexos 1, 2 e 3).

Todos os individuos do estudo receberam ficha de informagao sobre o
projeto e referendaram o termo de consentimento (Anexo 4).

4.2- Casuistica

Foram selecionados 5 individuos diabéticos, adultos, portadores de

Ulceras cronicas de membros inferiores.

Os doentes foram estudados no Hospital Guilherme Alvaro (HGA) e na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), no periodo de outubro de 2007
a abril de 2009.

4.3- Critérios de inclusao

Foram incluidos os doentes com Ulceras diabéticas de mais de 4cm?,
que nao haviam apresentado resposta aos diversos tratamentos convencionais
pelo prazo minimo de 4 meses. Nao houve distincdo de etnia e sexo; sendo
elegiveis aqueles com idade igual ou superior a 18 anos (Apéndice 1).

4.4- Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes com doenga oclusiva periférica,
osteomielite, gestantes e 0os que ndo preencheram os critérios de inclusao.
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4.5- Critérios diagnodsticos e laboratoriais

O diagnéstico da ulcera diabética foi feito pelo exame fisico: inspecao
(verificacdo de deformidades), aplicacdo de testes de sensibilidade (térmica,

dolorosa e tactil) e palpacao dos pulsos distais.

Foram utilizadas as classificagcbes de Wagner e a da Universidade do
Texas para a caracterizacao das Ulceras.

Avaliaram-se: hemograma completo, glicemia de jejum, hemoglobina
glicada, raio-X e ultrassonografia com doppler de membros inferiores,

bacterioscopia e cultura com antibiograma da lesao.

4.6- Coleta do material (area doadora)

Todos os doentes foram submetidos a bidpsias de pele normal de area
nao lesionada (regiao inguinal), sendo colhidos fragmentos de aproximadamente
1,0 por 1,0cm; acondicionados em soro fisioldgico 0,9% e mantidos a temperatura
de 4°C. Nesta ocasido também foi colhido sangue venoso de cada paciente e
colocados em tubos individuais, contendo 3,8% de citrato de sbédio (9:1).
Precedendo a exérese cirurgica, foi realizada assepsia da area doadora com
iodo-povidine. Utilizou-se anestésico local, a lidocaina 2% sem vasoconstritor.
A sutura simples foi feita com fio mononylon 5.0 e a retirada dos pontos no 14° dia.
Curativos diarios com agua e sabao foram orientados durante o periodo.

Estes materiais foram coletados no HGA e enviados a UNICAMP,
néo ultrapassando 12 horas até a sua manipulagdo no laboratério de cultura de

células da pele (Figura 1).
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Figura 1- Esquema do implante autélogo

4.7- Técnica de preparacao do material no laboratério

Os fragmentos de pele foram colocados em placas de Petri com tripsina
2,5% + EDTA 0,1% e mantidos em incubadora, a 37°C, com 5% de tensédo de
CO,, por 3 horas, separando-se, entdo, a derme da epiderme (Figura 2).
O sobrenadante (contendo as células dérmicas e epidérmicas) foi recuperado e
centrifugado a 1200rpm por 10 minutos. Apds a contagem, as células foram
distribuidas em frascos de cultura, com 1,0 X 10° células por cm? e, entdo,
incubadas a 37°C, com tensdo de 5% de CO,, em meios de crescimento

especificos para cada tipo celular (queratinécitos e fibroblastos) (Figura 3).
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FRAGMENTO DE PELE SA
(derme + epiderme)

PLACA DE PETRI
Tripsina 2,5% + EDTA 0,1%

INCUBADORA DE CO2
37°C 3h

SEPARAGAO DA DERME E
EPIDERME

Figura 2- Técnica de separacdao dermo-epidérmica

SOBRENADANTE
(CELULAS DERMICAS E
EPIDERMICAS)

CENTRIFUGACAO
1200 rpm 4°C 10 min

CONTAGEM DE CELULAS

FRASCOS DE CULTURA

INCUBADORA DE CO,
37°C

MEIOS DE CULTURA ESPECIFICOS
PARA CADA TIPO CELULAR

Figura 3- Esquema de cultura de células dérmicas e epidérmicas
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Para tanto, foram utilizados meios de cultura especificos para
queratinécitos DKSFM (GIBCO) (Figura 4) e para fibroblastos M199 (GIBCO)
(Figura 5), suplementados com 10% de soro do proprio paciente. Os frascos foram
colocados em incubadora, a 37°C, com 5% de tensdo de CO,. Os meios de cultura
foram trocados 3 vezes por semana. Quando as células confluiram, realizou-se a
passagem celular. Esta consiste em: succdo dos meios de cultura dos frascos,
adicionando-se Tripsina + EDTA em cada frasco de cultura. Colocados em
incubadora, a 37°C, com tensdo de CO. de 5%, por 10 minutos, a tripsina foi
neutralizada com soro do paciente. As células foram suspensas na concentracao
desejada, ja nos meios de cultura especificos. Em meédia, foram necessarios
14 dias para se obter quantidades suficientes de células (maior que 2,0 X 10°) em
cada linhagem. Em cerca de 21 dias obteve-se uma quantidade de queratinécitos
ao redor de 5,0 X 10° e de 10 X 10° de fibroblastos. As células puderam ser
congeladas em soro, com 10% de dimetil-sulféxido em nitrogénio liquido,
e mantidas assim por tempo indeterminado. Ao serem descongeladas,
apresentam viabilidade entre 70 e 80% (Figura 6).

CELULAS
EPIDERMICAS

DKSFM (GIBCO)
+
SORO DO PACIENTE

FRASCO DE
CULTURA DE
QUERATINOCITO

INCUBADORA DE CO,
37°C

TRIPSINA + EDTA
+
SORO DO PACIENTE

CENTRIFUGAGAO
1200 rpm 4°C 10 min

QUERATINOCITOS

Figura 4- Esquema de cultura de queratindcitos
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CELULAS
DERMICAS

M199 (GIBCO)
+
SORO DO PACIENTE

FRASCO DE
CULTURA DE
FIBROBLASTO

INCUBADORA DE CO;
37°C

TRIPSINA + EDTA
+
SORO DO PACIENTE

CENTRIFUGAGAO
1200 rpm 4°C 10 min

FIBROBLASTOS

Figura 5- Esquema de cultura de fibroblastos

CELULAS

b CONGELACAO .
(QUERATINOCITOS . TEMPO DESCONGELACAO
E —) e ,NDETERM,NADO (VIABILIDADE DE 70 A 80%)

FIBROBLASTOS)

LiQUIDO)

Figura 6- Viabilidade celular
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Ja a técnica para obtencdo de cola de fibrina autdloga foi feita de
acordo com Moraes et al. (1998); sendo utilizado o sangue venoso de cada
paciente. Ap6s sua centrifugacao por 10 minutos a 3000rpm, foi obtido o plasma.
O fibrinogénio plasmatico foi purificado usando técnica de precipitacao de glicina.

4.8- Enxertia (area receptora)

AplGs cerca de 21 dias (tempo da realizacdo da cultura de células),

foi realizada a enxertia.

A fibrina autoldga, o cloreto de calcium 40mM e a trombina autéloga
(300Ul) (acondicionadas em seringa de 1mL) foram aplicados nas Uulceras
cutdneas (Figura 7), concomitantemente, com as culturas celulares

(também acondicionadas em seringa de 1mL).

Foram colocadas as células cultivadas em conjunto com a cola de

fibrina autéloga (Figura 7) sobre as ulceras nos 5 pacientes estudados.

CULTURA DE
QUERATINOCITOS
+
CULTURA DE
FIBROBLASTOS

+

COLA DE FIBRINA

!

ULCERA

Figura 7- Esquema de enxertia
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4.9- Curativo

Ap6s 30 minutos da aplicacdo descrita no item 4.8, foram feitos
curativos com hastes plasticas, gaze e micropore, de tal modo que nao houvesse
contato direto com a Ulcera. Na Figura 8 esta ilustrado o curativo em um dos

doentes estudados (Caso 3).

Figura 8- Técnica do curativo

Em seguida, os pacientes foram dispensados, recebendo algumas
orientacdes, particularmente repouso (Apéndice 2). Foi realizada a troca de
curativo a cada 7 dias. Nenhuma outra terapéutica topica foi realizada durante o
periodo do implante.
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4.10- Relacao entre o tamanho e o tempo de cicatrizacao das ulceras

No dia da enxertia foi realizada a documentacdo fotografica,
assim como em todos os dias das trocas de curativos, até a cicatrizagdo completa
das ulceras.

Foi usada camera CANON EOS DIGITAL REBEL XT n° 0920524271 -
DS 126071 - “Made in Japan”.

Toda a documentacéao fotogréfica foi feita através de fotos, com e sem
réguas. A primeira com a finalidade de fazer a quantificacdo da area total das
Ulceras pela delimitacdo das bordas, utilizando para tanto o software IMAGE J e
posterior andlise estatistica. A segunda, para uma melhor ilustragédo do trabalho.
A Figura 9 ilustra um dos pacientes (Caso 2).

Figura 9- llustracdo
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4.11- Anadlise estatistica

Foi realizada a analise estatistica dos 5 casos, sendo aplicada uma
regressdo exponencial entre o tamanho das Ulceras (cm?) e o tempo de
cicatrizagao das mesmas (em dias), com a finalidade de se avaliar a significancia

entre estas 2 variaveis.
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5- RESULTADOS



5.1- Técnicas laboratoriais
5.1.1- Preparacao do concentrado celular

A preparagao do concentrado celular ocorreu de acordo com a técnica
padronizada ja existente no Laboratério de Cultura de Células da Pele da

Unicamp.

Trabalhou-se com amostras contendo 10 x 10° células (queratinécitos e
fibroblastos), obtidas a partir da area doadora que variou de 1,5 a 3,0 milhdes de

células totais (Figura 10).

Figura 10- Cultura primaria
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5.1.2- Cultura para queratinécitos

As células preparadas em cultura para o transplante de queratindcitos
estao ilustradas na Figura 11.

Figura 11- Cultura de queratinécitos

5.1.3- Cultura para fibroblastos

As células preparadas em cultura para o transplante de fibroblastos
estao ilustradas na Figura 12.
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Figura 12- Cultura de fibroblastos

5.2- Procedimento cirurgico na area doadora

O tempo da excisdo cirdrgica da éarea doadora foi em torno de
minutos. No 14° dia, na retirada dos pontos, observou-se boa cicatrizacéo,
sem complicagdes.

5.3- Procedimento nas areas receptoras

Apés os pacientes terem recebido simultaneamente as células
cultivadas com a cola de fibrina aut6loga diretamente sobre as Ulceras; notou-se
preenchimento da lesdo com o contetdo do implante (Figura 13). Observou-se
aos exames semanais, o surgimento de intensa exsudacao, tecido de granulacao
e presenca de crostas serosas (Figura 14), com subsequente fechamento
centripeto.
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Figura 13- Apds 30 minutos do implante

Figura 14- Intensa exsudagéo e neovascularizagao
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5.4- Identificacao e historia clinica

Os resultados dos 5 casos estudados estdo descritos em seguida e

depois serao avaliados em conjunto.

Relato dos casos:

Caso 1- Paciente branca, do sexo feminino, 40 anos, diabética (DM1) desde os
seis anos de idade. Tabagista. Ha 18 meses apresentava Ulcera profunda de
45 X 5,0cm de didmetro na regido do antepé esquerdo (Figura 15A),
devido amputacao transmetatarsiana. Apesar das diversas terapéuticas: camara
hiperbarica, desbridamentos e curativos diarios com soro fisioldégico, pomadas,
cremes e 6leos, ndo houve melhora da lesdo. E dependente de insulina. Realizado
o implante, ocorreu cicatrizacdo gradativa da ulcera (Figuras. 15B, 15C e 15D),
com cura completa apdés 60 dias (Figura 15E). Notou-se inicialmente intensa
exsudagao, com diminuicdo progressiva, durante as trocas de curativos, além de
nitida neovascularizagao ja na troca do primeiro curativo. Na cultura para bactérias
houve o crescimento do microrganismo Staphylococcus aureus, antes e durante
todo o tratamento. Fazia uso de ciprofloxacina antes do implante, antibi6tico
mantido durante este estudo. Ultrassonografia com doppler de membros inferiores:
arvore arterial e venosa pérvias. Raio-X pé esquerdo: amputacdo do antepé ao

nivel das extremidades proximais dos metatarsos.
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Figura 15A- Caso 1: pré-tratamento

Figura 15B- Caso 1: dia 15
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Figura 15C- Caso 1: dia 30

Figura 15D- Caso 1: dia 45
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Figura 15E- Caso 1: dia 60
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Caso 2- Paciente branco, do sexo masculino, 64 anos, diabético (DM2)
ha 25 anos. Ha& 24 meses apresentava ulcera de 3 X 3cm na regiao plantar
esquerda - mal perfurante plantar (Figura 16A). Hipertenso. Transplantado renal
ha 6 meses, em uso de ciclosporina 75mg 12/12h, micofenolato de mofetil
1g 12/12h, prednisona 7,5mg/d, sulfametoxazol-trimetropim 400mg + 80mg/d,
sinvastatina 10mg/d, ciprofibrato 100mg/d, calcio 500mg/d, atenolol 50mg 12/12h,
metformina 850mg 12/12h e insulina NPH 50Ul (manha), insulina ultra-rapida
10Ul (almocgo). Realizado o implante, ocorreu cicatrizacdo gradativa da ulcera
(Figuras. 16B, 16C e 16D), com cura completa apés 120 dias (Figura 16E).
Notou-se inicialmente intensa exsudagéo, com diminui¢cdao progressiva, durante as
trocas de curativo. Na cultura para bactérias ndo houve o crescimento de
microrganismos. Ultrassonografia com doppler de membros inferiores:

arvore arterial e venosa pérvias. Raio-X pé esquerdo: normal.
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Figura 16A- Caso 2: pré-tratamento

Figura 16B- Caso 2: dia 30
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Figura 16C- Caso 2: dia 60

Figura 16D- Caso 2: dia 90
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Figura 16E- Caso 2: dia 120
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Caso 3- Paciente branco, do sexo masculino, 67 anos, diabético (DM2)
ha 10 anos. Tabagista e hipertenso. Ha 4 meses apresentava 2 Ulceras em
membro inferior direito (uma de 2 x 5cm na regido maleolar lateral e outra com
2 x 8cm no terco distal lateral), surgidas simultaneamente ap6s drenagem de
abscesso (Figura 17A). Atualmente, em uso de insulina NPH 30Ul/d. Realizado o
implante, ocorreu cicatrizacdo gradativa das lesdes (Figuras 17B e 17C),
com cura completa em 21 e 40 dias, respectivamente (Figura 17D).
Notou-se inicialmente intensa exsudacao, com diminui¢ao progressiva, durante as
trocas de curativo. Na cultura para bactérias ndao houve crescimento de
microrganismos. Ultrassonografia com doppler de membros inferiores:

arvore arterial e venosa pérvias. Raio-X pé direito: normal.
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Figura 17A- Caso 3: pré-tratamento

Figura 17B- Caso 3: dia 7
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Figura 17C- Caso 3: dia 21

Figura 17D- Caso 3: dia 40
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Caso 4- Paciente negro, do sexo masculino, 47 anos, diabético (DM2) ha 9 anos.
Ha 12 meses apresentava ulcera profunda de 3,0 X 4,0cm de didmetro na regido
do antepé direito (Figura 18A), devido amputacdo transmetatarsiana.
Concomitantemente, hipertensao arterial, nefropatia e retinopatia proliferativa.
Apesar das diversas terapéuticas, como desbridamentos e curativos diarios com
pomadas, cremes e O6leos, ndo houve melhora da lesdo. Atualmente medicado
com glibenclamida 10mg/d. Realizado o implante, ocorreu cicatrizacao gradativa
da ulcera (Figuras. 18B, 18C, 18D e 18E), com cura completa em 120 dias
(Figura 18F). Notou-se inicialmente intensa exsudagdo, com diminuicdo
progressiva, durante as trocas de curativo; com nitida neovascularizagéo.
Na cultura para bactérias pré-tratamento houve o crescimento do microrganismo
Staphylococcus aureus. Durante o tratamento, foi identificado além deste,
Pseudomonas aeruginosa. Fazia uso de ciprofloxacina antes do implante,
antibiético mantido durante este estudo. Ultrassonografia com doppler de
membros inferiores: arvore arterial e venosa pérvias. Raio-X pé direito: amputacao

do antepé ao nivel das extremidades proximais dos metatarsos.
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Figura 18A- Caso 4: pré-tratamento

Figura 18B- Caso 4: dia 7
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Figura 18C- Caso 4: dia 20

Figura 18D- Caso 4: dia 50
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Figura 18E- Caso 4: dia 90

Figura 18F- Caso 4: dia 120
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Caso 5- Paciente branco, do sexo masculino, 77 anos, diabético (DM2),
ha 20 anos. Ha 20 anos apresenta uUlcera de 7 x 9cm na regido calcaneo-maleolar
lateral direita, surgidas apds politraumatismo (Figura 19A). Hipertenso.
Realizado o implante, ocorreu discreta melhora (Figura 19B), sendo realizada uma
segunda aplicacdo aos 40 dias, visando maior rapidez de resposta,
particularmente pelo tamanho da dulcera. Observou-se melhora gradativa da
mesma, notando-se inicialmente intensa exsudagcdo, porém com diminuicdo
progressiva, durante as trocas de curativos. Na cultura para bactérias houve o
crescimento do microrganismo Pseudomonas aeruginosa sensivel a meropenem
(antes e durante o tratamento), antibidético mantido durante todo o periodo do
estudo. Faz uso de glibenclamida 10mg/d e enalapril 10mg/d. Ultrassonografia
com doppler de membros inferiores: arvore arterial e venosa pérvias. Raio-X pé
direito: fratura antiga e consolidada de 5° metatarso direito. Raio-X perna direita e
tornozelo: fraturas antigas e consolidadas, com deformacéo tibial distal e proximal
e fibular distal. Anquilose e deformagéo tibio-tarsica direita. Artrose talo calcaneo
direito. Raio-X joelho direito: fratura antiga e consolidada, com deformidade do
platd tibial externo. Artrose. Tomografia computadorizada da perna direita:
achados sequelares de fratura do segmento distal da tibia e tornozelo direitos.
Apés 60 dias (Figura 19C), notou-se piora do quadro, com maior secrecao na
lesdo, cianose do pé direito, auséncia de pulso tibial anterior e lentificacado do
enchimento capilar arterial. Realizada discussdo conjunta (cirurgia vascular e
infectologia), com a suspeita de doenga oclusiva arterial aguda no territério
popliteo distal. Foi solicitada ultrassonografia com doppler, cujo exame revelou
oclusdo de artéria tibial anterior, com fluxo preservado em fibular e tibial posterior
com placas de ateromatose. Estes achados denotam doenca arterial no territorio
popliteo-distal, 0 que explica uma cicatrizacdo mais dificil. Apesar desta
intercorréncia, o paciente apresentou gradativa melhora (Figuras 19D e 19E),
apesar de lentamente.
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Figura 19A- Caso 5: pré-tratamento

Figura 19B- Caso 5: dia 40
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Figura 19C- Caso 5: dia 60

Figura 19D- Caso 5: dia 80
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Figura 19E- Caso 5: dia 98
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Avaliacao conjunta dos 5 casos do estudo

Ap6s os pacientes terem recebido simultaneamente as células
cultivadas com a cola de fibrina autéloga diretamente sobre as Uulceras;
notou-se preenchimento da lesdo com o conteddo do implante, visibilizando-se
membrana lisa e brilhante. Observou-se aos exames semanais, o surgimento de
intensa exsudacdo, tecido de granulagcdo e presenca de crostas serosas,
com subsequente fechamento centripeto. Destaca-se a diminuicao progressiva da

exsudacao.

As caracteristicas clinicas gerais dos doentes do estudo, assim como
as caracteristicas especificas das Ulceras dos mesmos, estdo resumidas nos
Quadros 1, 2 e 3. As 6 ulceras foram classificadas como Wagner 1. Em relag&o ao
sistema utilizado pela Universidade do Texas, os casos 1, 4 e 5 foram
classificados como Grau 1 Estagio B e os casos 2 e 3 como Grau 1 Estagio A.
O caso 5 apds a intercorréncia (doenga oclusiva arterial aguda periférica)

foi reclassificado como Texas Grau 1 Estégio D.

O Gréafico 1 mostra o tempo de cicatrizacdo das Ulceras apds os

implantes aut6logos.
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Quadro 1- Caracteristicas clinicas dos 5 casos estudados

Tempo de DM
Casos | Idade | Sexo Comorbidades Tabagismo
(anos)
1 40 F 34 (DM1) - 1 maco/dia
Nefropatia
2 64 M 25 (DM2) (transplantado renal) -
HAS
3 67 M 15 (DM2) HAS 1 maco/dia
HAS
4 47 M 9 (DM2) Nefropatia -
Retinopatia
HAS
5 77 M 20 (DM2) Anquilose de -

tornozelo
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Quadro 2- Caracteristicas das Ulceras dos 5 casos estudados

Tempo de cicatrizacao
Tempo . .
Tamanho . pos-implante (dias)
a
Casos | Localizacao | Inicial . ICU
9 ulcera
(cm?) 302 | 602 | 902 | 1202 | Fechamento
(meses)
dia | dia | dia | dia
1 Antepé 16,8 18 0,88 0,99 | 0,99 | 0,99 60
2 Plantar 7,5 24 0,26 | 0,53 | 0,64 | 0,93 120
32 Terco distal 5,0 4 1 1 1 1 40
Maleolar
3b 4,0 4 1 1 1 1 21
lateral
4 Antepé 7,85 12 0,53|0,90|0,95| 0,98 120
5 Retropé 36,62 240 0,10{0,10|0,10| 0,10
Médias 12,96 50,33 (0,62 (0,75 (0,78 | 0,83 72,2
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Quadro 3- Contaminacdo bacteriana das Ulceras diabéticas dos 5 casos

estudados
Casos | Cultura para bactérias | Cultura para bactérias | Antibiéticos em uso
(pré-tratamento) (durante o tratamento) (pré e durante o
tratamento)
1 Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus Ciprofloxacina
5 Sulfametoxazol+
trimetropim
3 - - -
Staphylococcus aureus
4 Staphylococcus aureus . Ciprofloxacina
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa
S . Meropenem
aeruginosa
5.4.1- Idade

Variou de 40 a 77 anos, com média de 59 anos (Quadro 1).

5.4.2- Sexo

Predominou o sexo masculino: 4 homens e 1 mulher (Quadro1).

5.4.3- Tempo de duracéo do DM

O tempo da doenca de base variou de 9 a 34 anos, com média de

20,6 anos (Quadro 1).
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5.4.4- Tempo de duracao das ulceras

O tempo de duragéo da ulcera variou de 4 meses a 20 anos, com média
de 5 anos (Quadro 2).

5.4.5- Comorbidades

Trés pacientes apresentavam HAS. Dois pacientes, nefropatia,
sendo que um deles também ¢é transplantado renal; e o outro, retinopatia.
Anquilose importante no mesmo membro afetado pela Ulcera foi observada em um

outro paciente (Quadro 1).

5.4.6- Habitos

Todos o0s pacientes negaram o uso crdnico de bebidas alcodlicas.

Dois pacientes confirmaram ser tabagistas (Quadro 1).

5.4.7- Localizacao das ulceras

Entre os 5 pacientes diabéticos, 2 apresentaram as lesdes na regiao
transmetatarsiana, 1 na regidao plantar (mal perfurante), 1 na regiado
calcaneo-maleolar lateral direita e 1 com duas ulceras (no 1/3 distal lateral da
perna e a regidao maleolar lateral) (Quadro 2).

5.4.8- Tamanho das Ulceras

O tamanho das Ulceras variou entre 4,0 e 36,62cm? (Quadro 2),
com média de 12,96cm?.
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5.4.9- Contaminacédo bacteriana das ulceras

Em 3 pacientes houve o crescimento de alguns microrganismos
(Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa), antes e/ou durante o estudo
(Quadro 3).

5.4.10- Tempo e indice de cicatrizagdo das ulceras

Houve cicatrizagcdo completa das Ulceras, entre 21 a 120 dias,
com média de 72 dias nos 4 primeiros casos apresentados. O caso 5 apresentou
cicatrizacdo parcial em 40 dias (Quadro 2 e Grafico 1). A média dos indices de
Cicatrizacdo das Ulceras (ICU) foi de 62%, 75%, 78% e 83% no 30%; 60°%; 90° e
120° dias de evolugéao, respectivamente.

5.4.11- Relagao entre o tamanho e o tempo de cicatrizacao das Ulceras

Toda a documentacao fotografica feita através de fotos sem réguas,
tanto no dia da enxertia, como em todos os dias das trocas de curativos,
até a cicatrizacao completa das Uulceras, ilustrou a evolugédo de todos os casos

estudados (Casos 1 a 5).

Aquela feita através de fotos com réguas, permitiu a realizacdo dos
calculos geométricos, através da quantificacdo da area total das ulceras pela

delimitagdo das bordas para a andlise estatistica.

Esta mostrou, pela aplicacdo da regressdao exponencial entre o
tamanho das Ulceras (cm?) e o tempo de cicatrizagdo das mesmas (em dias),
uma relacao significativa em todos 0s casos; exceto no caso 5, por apresentar
somente 2 valores. Nota-se que os casos 1 a 4 tém o mesmo padrao, sendo que
em alguns casos houve uma queda mais acentuada no tamanho em um tempo

menor, como por exemplo, o caso 3B (Grafico 1).
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Tempo de cicatrizacio (em dias) dos casos 1 ao 4

16 |

e e e
o ae] E=S
T T T

2]

Tamanho (cm?)

~o_ Caso 1
~o. Caso 2
o, Caso 3a
. Caso 3b
140 ~e_Caso4

Dias

Grafico 1- Resultados em c¢cm? do tamanho das Ulceras nos tempos 0 (no dia do
implante) e 20, 40, 60, 80, 100 e 120 dias (ap6s o dia do implante),
nos casos 1,2,3e4
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Regressao exponencial
Caso 1= 20,5886%¢" %%
Caso 2= 9,471 6 (0:0205%)
Caso 3a= 4,644*¢(0.0812%)
Caso 3b= 3,9344*¢(0141™)

Caso 4= 9,0879*e(0.0414%)

Correlacao exponencial

Caso 1= R=0,99533 (p=0,0003)
Caso 2= R=0,99159 (p=0,0009)
Caso 3a= R=0,99152 (p=0,0084)
Caso 3b= R=0.99851 (p=0,0014)

Caso 4= R=0,98240 (p=0,0004)

A Correlagao Exponencial é um valor numérico representado pela letra
“R”, que quantifica a forca da relag&o entre as variaveis “Dias” e “Tamanho”.

A Regressdao Exponencial é a forma de representar essa forga,

através da representacdo grafica (curva).

O “p” é a significAncia das correlagdes, sendo obtido através da
distribuicdo da Correlagdo do Produto-Momento de Pearson, com base no valor da
correlacao exponencial (R) e na quantidade de valores coletados. Em todos os

casos, o p foi significativo.

O caso 5 nao foi analisado por apresentar apenas 2 valores.
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6- DISCUSSAO



Nas ultimas décadas, a elevacéo progressiva do numero de individuos
portadores de DM é uma realidade indiscutivel e universal. A populacao diabética
no mundo estd em franca expansdo. Este fato, associado a melhora da
expectativa de vida destes doentes, ap6s a descoberta da insulina e das drogas
antidiabéticas orais, muito contribuiu para o aumento das complicagdes crénicas
que a doenca acarreta’, dentre elas o pé diabético.

O pé diabético € uma das principais complicacdes do DM, caracterizado
por Ulceras, que evoluem com frequéncia para amputacdes de membros
inferiores. Muitas amputacdes poderiam ser evitadas, com a deteccao precoce e
controle rigoroso da alteracdo metabdlica, a educacao dos cuidados com os pés e
o tratamento oportuno de suas eventuais manifestagées*®. Também fundamental

é a manutencdo de boa perfusdo do pé e o tratamento de infecgdes®.

Enfatiza-se a repercussao social e econémica na qualidade de vida
destes pacientes, pois a eventual perda da independéncia fisica influencia
diretamente na produtividade, trazendo interferéncias negativas em ambito

familiar>*.

Assim, os profissionais da saude envolvidos no tratamento dos
diabéticos, precisam estar familiarizados com os avangos nesta area da medicina,
visando a prevencéao e tratamento precoces, o que induz a um melhor progndstico.
Equipes multidisciplinares devem realizar rigido acompanhamento destes doentes,

para que sejam evitadas afeccdes graves ou mesmo fatais*'’.

E bem conhecido que grande parte das Ulceras cutaneas em pacientes
diabéticos tém dificil cicatrizacdo, quando tratadas por métodos tradicionais,
como: desbridamento, curativos, cirurgia para implantacdo de enxerto de pele,

utilizacdo de agentes quimioterapicos, dentre outros®'”:3':33,

Visando possibilitar uma terapéutica mais eficaz, com melhores
resultados funcionais e estéticos, além de recuperacao mais rapida, permitindo o
retorno do individuo as suas atividades profissionais (quando por ventura
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incapacitado), foi utilizada a terapia celular através de implantes autol6gos.
Esta tecnologia idealizada no Laboratério de Cultura de Células da Pele da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp representa uma inédita e eficaz
abordagem para o tratamento das Ulceras diabéticas, independentemente de seus

varios mecanismos etiopatogénicos.

Na literatura, existem alguns estudos em pacientes diabéticos sobre
terapia celular para o tratamento de Ulceras de pernas; no entanto, a maioria com

o objetivo de avaliar o efeito de queratindcitos e fibroblastos alogénicos.?':22:28:3435

1718 o fibroblastos®®®

As pesquisas que utilizaram queratinécitos autologos
mostraram que o transplante pode ajudar na cicatrizagdo mais rapida,
a partir de uma pequena bidpsia de pele, sendo uma boa opgéo terapéutica para

grandes Ulceras diabéticas.

O presente trabalho utilizou de maneira inovadora cola de fibrina
autéloga com co-cultura de queratinécitos e fibroblastos autdlogos. A excelente
cicatrizacao de todos os pacientes aqui tratados merece destaque.

Julgamos assim, de grande importancia tecer comentarios sobre alguns

fatores que poderiam ter influéncia sobre o sucesso do método.

Quanto ao tempo de cicatrizacdo e tamanho das Ulceras
(vide Quadro 2), ocorreu cicatrizagdo completa em 83,3% dos casos em
21 a 120 dias. O tamanho variou entre 4,0 e 36,62 cm? nas 6 Ulceras dos
5 doentes tratados. A relagcdo entre essas 2 variaveis (tamanho x tempo)
foi estatisticamente significante, como se pode observar no Grafico 1.
No paciente que apresentava a maior Ulcera, houve melhora (10% de cura)
ja em curto tempo (40 dias), resultado considerado bastante satisfatério,
visto tratar-se de Ulcera de longa duragcdo (20 anos) em paciente com diversas
comorbidades. Portanto, em nossa pesquisa o tamanho (area) da Ulcera

influenciou na cicatrizacéo, fato também mencionado por Lobman et al'®.
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Ressalta-se que nossa porcentagem de cura foi superior a de todos os
outros trabalhos'”'®33 | obman et al'® observaram cicatrizagdo completa em
79% entre 7 e 64 dias, tendo estudado lesdes variando somente de 12,6 + 8cm?
em 14 pacientes. J&4 Moustafa et al'’ teve 66,7% no periodo de 6 a 20 semanas
nas 9 Ulceras dos 6 pacientes (medindo de 1 a 16cm?). Por sua vez,
Cavallini®*® obteve 70% de cicatrizagdo no periodo de 8 a 20 semanas dos
10 pacientes relatados. E por fim, Vojtassak et al® estudaram apenas 1 paciente
observando cicatrizagdo parcial ap6s 29 dias de tratamento.

Em relacdo ao tempo de duragdo da Ulcera, no atual estudo sua
variacao foi de 4 meses a 20 anos (vide Quadro 2). As menores Ulceras foram as
que cicatrizaram mais rapidamente (casos 3a e 3b), enquanto a maior Ulcera,
mais lentamente (caso 5). Nos demais casos (casos 1, 2 e 4), o tempo de duracao
da Ulcera variou de 1 a 2 anos, com cura entre 2 a 4 meses. Estes dados sugerem
gque exista uma correlagdo entre a velocidade de cicatrizagcdo com o seu tempo de

duracao.

Nos doentes aqui estudados, predominaram os homens com idade
média de 59 anos e o tempo médio de duracao do DM foi de 20 anos. Estes dados
nao interferiram sobre a velocidade de cicatrizacao (vide Quadro 1).

Na literatura, os quatro trabalhos sobre implantes autélogos®'’:1833

avaliaram individuos adultos com faixa etaria equivalente aos doentes desta
pesquisa, assim como tratavam-se de pacientes com DM de longa duracdo e a
maioria com Ulceras de duracdo superior a 6 meses. Somente Cavallini®® refere
que a maioria dos seus pacientes era do sexo masculino. Destes autores,

|18

apenas Lobmann et al'® comentam que estes fatores nao parecem ter influéncia

importante na cicatrizagdo, embora a amostra da pesquisa tenha sido pequena.

Em relacdo as comorbidades dos pacientes estudados (vide Quadro 1),
€ interessante referir que mesmo um paciente transplantado renal (caso 2) em uso
de inumeros medicamentos se beneficiou do implante autblogo.

Todavia, destaca-se a preocupacao do autor desta pesquisa, no controle de todas
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as comorbidades como a HAS encontrada em 4 pacientes. Talvez o fator de maior
dificuldade responsavel pela demora da cicatrizacdo tenha sido a localizagdo em
calcaneo com anquilose de tornozelo observada no caso 5, justificada pela
agressao traumatica diaria na deambulagao, obviamente associada a colonizacéao
bacteriana em Ulcera extensa de longa duracao, além da intercorréncia de doenga

arterial oclusiva periférica'.

Comentario pertinente deve ser feito quanto a localizagcdo da ulcera.
Em termos gerais, o prognéstico é pior quanto mais distal a mesma se apresentar.
Isto & devido aos frequentes traumas e alteracbes neuroldgicas associados as

microangiopatias prévias'® nos pacientes diabéticos.

E sabido que infeccdes oportunistas sdo de grande importancia na
génese das Ulceras diabéticas'>* Os germes predominantes sdo os S. aureus,
S. epidermidis, E. coli, Proteus e Pseudomonas'®**. Nos pacientes deste estudo,
a cultura com antibiograma, pode confirmar o valor desta afirmativa
(vide Quadro 3). Nos casos 2 e 3 nao foi constatada a presenca de nenhuma
bactéria (ambos com excelente evolugcéo). Nos casos 1 e 4, antes do implante foi
isolado Staphylococcus aureus, sendo que os dois pacientes ja vinham medicados
de longa data com ciprofloxacina, por orientacdo do cirurgiao vascular.
Foi mantida tal droga, ap6s avaliagdo do infectologista durante todo o periodo do
estudo. No caso 1, houve persisténcia da mesma bactéria durante todo o
tratamento; j& no caso 4, observou-se o surgimento de Pseudomonas aeruginosa
sensivel a ciprofloxacina, o que provavelmente alterou a sua evolugao.
No entanto, ambos os casos (1 e 4) evoluiram com cicatrizacdo completa,
apesar da colonizacao bacteriana. No caso 5, ja havia uma colonizagao prévia por
Pseudomonas aeruginosa, ha pelo menos 2 anos, confirmada com exames
trazidos pelo paciente. Vinha com antibioticoterapia plena sem involucdo da

colonizacao bacteriana.

E nossa opinido que as bactérias encontradas ndo impediram o
sucesso do tratamento, e inclusive segundo alguns autores, como Lobmann et al'®
0s queratindcitos podem diminuir as infecgbes, as quais sdo as causas mais

comuns de amputagédo no pé diabético.

Discussao
120



Por outro lado, ainda segundo Lobmann et al'® os queratindcitos ativos
expressariam varios fatores de crescimento, estimulando a cicatrizagéo.
Enquanto os fibroblastos autélogos estariam aptos a fornecer fatores de
crescimento e outros sinais celulares, estimulando a neovascularizacdo e a

formacao tecidual, destaca Cavallini*®.

Em relacdo a técnica do implante, ressalta-se que no atual estudo foi
usada a associacdo de culturas de fibroblastos e queratinécitos autélogos com
cola de fibrina autéloga. E oportuno que se comente sobre a quantidade (mL)
aplicada por area (cm?). Foram aplicadas 10 x 10° células por 2mL de cola de
fibrina autdloga nas Ulceras, ndo se levando em conta a area afetada.
Merece realce a resposta excelente de nossos pacientes com apenas uma
aplicagdo. Porém, se necessario, varios implantes poderdo ser realizados na
mesma lesdo em ocasides diferentes. Acreditamos que Ulceras maiores
mereceriam maiores quantidades do material e maior numero de implantes.
Estudos posteriores serdo necessarios para esclarecimentos quanto a
concentracao de células por centimetros quadrados de Ulceras, visando o

fechamento das mesmas, a partir da primeira aplicacao.

Nao representa obstaculo o tempo de preparacdo das culturas
(cerca de 21 dias), opinido também compartilhada por Cavallini®®, inclusive nos

casos de queimaduras de segundo grau.

Em relagdo aos curativos realizados em nossas 6 Ulceras, foi nitida a
importancia de se evitar o contato das mesmas com o material utilizado.
A troca feita somente a cada 7 dias facilita a adesdo do paciente, assim como
evita gastos excessivos com gaze, micropore e diversos tipos de pomadas

desnecessarias e ineficazes, que normalmente sao utilizadas diariamente.

Durante todo o tratamento, ndo ocorreram reacdes adversas locais nos

pacientes por nés estudados; portanto, revelando-se um método bastante seguro,

dado corroborado pelos estudos de Moustafa et al'’.
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De grande vantagem, é a realizacdo ambulatorial de procedimento
minimamente invasivo, de facil aplicagdo no doente, bem como a possibilidade de
criopreservacao das células do préprio paciente por tempo indeterminado.

Acreditamos na possibilidade da Unicamp atuar como poélo difusor
(Banco de Pele), propiciando este valor para todo o Estado de S&o Paulo e
cidades mais proximas do Parana, Rio de Janeiro e Minas Gerais. Este vislumbre
diminui uma possivel limitacgdo que seria a necessidade de um laboratério

altamente qualificado e profissionais experientes em todas as regiées do pais.

Finalizando, a associacdo das técnicas (implante celular de
queratinécitos e fibroblastos com a cola de fibrina) se mostrou eficaz,
de facil aplicagdo minimamente invasiva e segura, destacando-se como uma
excelente opcao terapéutica para ulceras crbnicas diabéticas sem resposta aos
tratamentos classicos e mesmo para aquelas recém desbridadas ou submetidas a
amputacdes. A aceleracdo do processo de cicatrizacdo com essa terapia
possibilitou a cura das lesées cutaneas crénicas em pacientes de risco elevado de
amputacao, repercutindo significativamente na qualidade de vida desses pacientes
diabéticos, podendo significar um beneficio importante para a saude publica e

previdéncia social.
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7- CONCLUSAO
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Com base nos objetivos propostos e nos resultados observados,

concluiu-se como vantagens do método:

e Procedimento ndo invasivo comparado a enxertos comuns de pele,

¢ Retirada de pequeno fragmento de pele na area doadora,

e Facil e rapida aplicacdo na area de enxertia,

e Banco de células do préprio paciente disponibilizado por tempo indeterminado,
¢ Realizagdo do procedimento em ambulatério,

e Facil adesao do paciente,

e Boa cicatrizagao,

e Eficaz,

e Seguro.
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APROVACAO DO COMITE DE ETICA

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE SERVICOS DE SAUDE
HOSPITAL GUILHERME ALVARO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Formulario de Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
Data da Aprovagdo: 13/11/2006

Titulo do Protocolo: “Terapia Celular com Implantes Autélogos de Células
Dérmicas e Epidérmicas e Pele Humana Reconstruida “in vitro” em
Ulceras Cutineas de Pacientes Diabéticos”.

Investigador Principal: Marcelo Mattos e Dinato

Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

Em reunidio de 13 de novembro de 2006 o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Guilherme Alvaro, AVALIOU o protocolo de estudo e o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, referentes ao Protocolo de Pesquisa supra citado, que sera
conduzido na Centro de Pesquisa Clinica do Hospital Guilherme Alvaro ¢ o
APROVOU, constando em ata.

Conforme resolugdo 196/96 — item [V.2d, devera ser entregue uma cépia na integra do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ao sujeito da pesquisa, apds obtengédo do
mesmo. Atentar para item IV.1f desta resolugdo, onde determina que o sujeito da
pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar scu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

As modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas a este Comité de
forma clara e suscinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas (Res 196/96).

Solicitamos que sejam apresentados a este Comité, relatorios semestrais sobre o
andamento da pesquisa bem como informagdes relativas a modificagdes da mesma,
efeitos adversos, cancelamento, encerramento, destino dos conhecimentos obtidos e
relatério final, conforme a resolugdo 196/96.

Data prevista para entrega do 1° relatdrio: maio/2007

Dr. Weﬂprun
Coordenad omité de Etica em Pesquisa

Hospital Guilherme Alvaro

Nota; O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Guilherme Alvaro néo autoriza a realizacéo
de nenhuma fase do Protocolo de Pesquisa antes da obtengao da aprovagao.
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DECLARACAO SOBRE 0S PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE SAUDE DO INTERIOR
HOSPITAL GUILHERME ALVARO

DECLARACAO SOBRE OS PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Referente a analise do projeto de pesquisa intitulado: “Terapia celular com implantes
autdlogos de células dérmicas e epidérmicas ¢ pele humana reconstruida “in vitro”em ulceras

cutineas de pacientes diabéticos™

Eu, Dr. Marcelo Mattos e Dinato, CRM n.” 112676, Pesquisador Responséavel pelo
presente Projeto de Pesquisa declaro que a etapa de retirada dos fragmentos de pele (bidpsia),
bem como todo o acompanhamento médico e a etapa de enxertia (enxerto de pele) serdo
realizadas no Hospital Guilherme Alvaro, porém a etapa de preparo da pele retirada do paciente
seré realizada no Laboratdrio de Cultura de Células da Pele da Faculdade de Ciéncias Médicas da

UNICAMP (Campinas), conforme descrito no protocolo.

Dr. Marcelo Mattos e Dinato
Pesquisador Responsivel pelo Estudo
Data: 13/11/2006
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FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

“\:;.“ni:' Comissia Macions! de Etica em Pesquisa - CONEP

—_

FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

J %e:,u:sa:

LULAR COM IMPLANTES AUTOLOGOS DE CELULAS DERMICAS E EPIDERMICAS E PELE HUMANA RECONSTRUIDA "INV
Voo e ULceras CUTANEAS DE PACIENTES DIABETICOS®

|2 Za Conhecimento (Conforme relagdo no verso) 3, Cadige: 4, Nivel: (Para dreas do
Medicina 4M conhecimento 2 a 4). (1)

| S Arez(s) Temética(s) Especial (s) (Wer fluxeg no versol. 6. Cadigo(s): 7. Fase: (Para drea temdtica 3)

| Noves procedimentos 1.5 FCYmeymey i)

8. Unitermos: (3): Terapia celular. Cultura de céiulas. Implantes autdlogos.

8. Ndmero de sujeitos: 20 10. Grupos Especiais: < 18 anos { ) Portador de Deficiéncia Mental ( )} Embrido/ Feto { ) Relagao de
Mocentre: 1 Total: 1 Dependéncia ( ) Estudantes. Militares. Presidiario. etc) ( ) Outros () N&o seaplica (X)
PESQUISADOR RESPONSAVEL

11. Nome: Marcelo Mattos e Dinato

12. dentidade: 30772649-6 13. CPF 280032478-37 19.Endereco: Rua Bento de Abreu, 65
14. Macionalidade: 15. Profisséo: 20, CEP: 21, Cidade: 22 UF.:
Brasileiro édico 11045-14C Sanios SP
16. Maior Titulagao: 17. Gargo: 23. Fone: 24, Fax:
| _Pds-Graduado D gista 3233-2064 3ZZ2300S
18. Instituicao a que pertence: . 25, E-mail:
Centro de Pesquisa Clinica do Hospital Guilherme Alvaro marcelodinato@gmail.com
Termo de Compromisso: )
Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas Complementares. Comprometo-me a utilizar os materiais e dados
coletados exclusivamente para os fins previstos no prolocolo e a publicar os ltados sejam eles favordveis ou ndo, Aceilo as responsabilidades
| peia condugao cientifica do projeto acima. y
| Data: 08/ 11/ 2008 e,
] assinatura
{ INSTITUICAO ONDE SERA REALIZADO |
| 28 Nz—s Hospitsl Guitherme Alvaro 28. Enderego: ‘/
| Rua Oswaldo Cruz. 197
| 27, UmitateiOIga. N.CEF A PR R
Centre de Pesquisa Clinica 11045-904 Santos SP
23, Participacdo Eslrangeira: 33. Fone: 33. Fax:
( ) Sim (X)) Mao 3202-1382 3221-3346

33, Projeto Muiticéntrico: Sim (X ) Mao{ ) MNacional ( X )} Internacional ( ) (Anexar a lista de todos os centros participantes no Brasil)

Termo de Compromisso (do responsavel pela Instituicdo): Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas
Comgplemaniares e como esta instituigao tem condigfes para o desenvolvimento deste projelo, autorizo sua execugio

| Moma: Dr. Mauro César Dinato Cargo: Diretor da Divisao Médica

Assinalura
| PATROCINADOR Néo se aplica (X )
|i 5. Neme: 39, Endereco:
| 37. Responsével. 40. CEP: 41, Cidade: 42, UF:
= CargoFuncEo: 43, Fone: 44, Fax:
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
45 Cet= g2 Enrada: 46, Registro no CEP: 47. Conclusdo: Aprovado {X} 48, Nao Aprovado { )
QA 11 .CE 23 Data:jéf 1 0L Data: / /
48, Relstonc(s; do Pesqulsador responsavel previsto(s) para: 4 3 { O{r 0 ¥ / ) 4’ 51 :’ 2 g )'
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Encaminho 3 CONEPR: 53, Coordenador/Nomg

50. Os dados scima para registro () 51. O projeto para apreciacdo ( ) Dr. Erico Paulo Hel Anexar o parecer
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52 Datza:
[ Assinatafa
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PE SA — CONEP
54. M.° Expedients: 58, Data Recebimento: 57. Registro na CONEP;

55. Procssso:
58. Observactes:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu (Nome Completo),...

Portador da carteira de 1dent:dade m'lmero ................................. , nascido em ..../..../......,
fa’ Cidade: de .ocescssnnineansasiaia , Estado de .......,
Residente na rua.. A A R SR S T S e v ekweng INTVETROT ), sasvisantiianton
na Cidade de . . Estado:..

Tclcfone.................. declaro estar cnente de que part1c1par31 de um prOJeto de

pesquisa para o tratamento de tlceras de perna “Terapia Celular com Implantes
Autdlogos de Células Dérmicas e Epidérmicas ¢ Pele Humana Reconstruida “in vitro”
em Ulceras Cutdneas de Pacientes Diabéticos”, sob responsabilidade do Dr Marcelo
Mattos e Dinato.

Este tratamento consiste na retirada de um fragmento de pele da regido
ingiiino-crural (“virilha”), o que sera feito com anestesia local e posterior sutura. Esta
pele serd preparada (em torno de trinta dias) e apds esse preparo sera feito o implante
sobre a tlcera.

A possibilidade de fechamento das tlceras é de 70%. Para os pacientes
que ndo obtiverem sucesso com esta terapéutica, serdo instituidas medidas adequadas
(tratamento convencional).

Fui informado e orientado quanto & pesquisa, que terei a garantia do
esclarecimento de qualquer diivida sobre os assuntos relacionados a esta pesquisa, e que
tenho assegurado o direito ao sigilo sobre estas informagdes, e que minha identificagio
ndo sera exposta nas conclusdes e publicagdes deste trabalho. Também estou ciente da
possibilidade de interromper o tratamento, se necessério, por motivos particulares e/ou
relacionados a pesquisa .

Dr. Marcelo Mattos e Dinato
Meédico Dermatologista

Hospital Guilherme Alvaro
Enderego: Rua Oswaldo Cruz, 197
Santos — SP — CEP: 11045-904
Tel (13) 3202-1392

Fax: (13) 3222-3115

Santos, de de

Paciente ou responsavel
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FICHA CONTROLE: AUTO ENXERTO DE QUERATINOCITOS

NOME:

N? Registro ldade Sexo: F () M () N°Controle

Endereco:

Bairro: Cidade: Estado:

CEP: Fone:

HPMA:

ISDA: Doencas de Base ou Associadas:

Cardiopatias:

Diabetes:

Insuf. Renal:

Insuf. Hepatica

Insuf. De safena ao Doppler:

Outras:

Doencas Infecto Contagiosas:

Medicacbes eu uso:

Sobre a Ulcera: Tempo de existéncia:
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Localizacao: Tamanho (Diametro):

Tratamentos Anteriores:

Caracteristicas (fundo, bordas):

Sobre o tratamento: retirada do fragmento: Local:

Data: / / Uso de medicacao:

Complicagdes:

Preparo da Ulcera: Medicacdo usada:

Cuidados:

Sobre o Auto-enxerto: Quantidade em ml:

Quantidade de n? células:

Quantidade de ulceras tratadas:

Localizagao:
Evolucdo da Ulcera: Dia Tratamento: Data:
Fechamento em mm: Diametro:

Complicagdes:
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Orientacdes

- Manter repouso absoluto com a perna reta, nio deixar a
perna pendente;

- Nao andar até liberacdo médica;

- Nio mexer no curativo, deixar o curativo sempre fechado;

- O curativo pode vazar uma secrecio amarelada ou
esverdeada ou sanguinolenta (tipo caldo de carne), porém ¢
normal. Caso isso aconteca pode ser passado uma nova faixa
sobre o curativo sem apertar e tomando cuidado para nio
achatar a parte saliente do curativo;

- O curativo pode apresentar um odor forte caso comece a
sair secrecdo, isso ¢ normal, mesmo assim mantenha-o
fechado;

- Em caso de qualquer problema entre em contato com o Dr.
Marcelo através do telefone 32021392 (Centro de Pesquisa
Clinica) ou pelo celular 81294243 ou com a Maircia através do

celular 81251225.
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