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RESuUmMO

Alcera de pé diabético (UPD) é responsavel pelos elevados indices de amputagdo dos membros
inferiores de portadores de diabetes devido a cicatrizagdo prejudicada causada pela inflamagdo
prolongada associada ao estresse oxidativo ocasionado por espécies reativas de oxigénio (ERO).
Dentre as abordagens terapéuticas destaca-se o sistema terapéutico Rapha®, que ¢ baseado no uso
concomitante de fototerapia com diodo emissor de luz (LED) e uma biomembrana de latex natural
(BLN). Outra alternativa para o tratamento de UPD ¢ o uso da curcumina, um biocomposto com
propriedades cicatrizantes, como a¢do anti-inflamatéria e antioxidante. Nossa hipotese ¢ de que o
tratamento com a BLN contendo curcumina e LED no comprimento de onda vermelho (A=695 nm)
promove melhor efeito na cicatrizacao das feridas reduzindo marcadores inflamatorios e de estresse
oxidativo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial terapéutico da terapia
Rapha® com a adicao de lipossomas com curcumina na cicatrizagdo de portadores de UPD. Essa
avaliacdo teve por base a analise dos processos inflamatorios e de estresse oxidativo associados ao
processo de cicatrizagdo tecidual. A populagdo de estudo foi composta por 15 participantes de
pesquisa distribuidos igualmente entre os grupos GC (grupo controle), GE1 (grupo experimental 1) e
GE2 (grupo experimental 2) que utilizaram respectivamente o tratamento padrdo ouro utilizado no
Sistema Unico de Satide (SUS), a BLN associada a LED (Rapha®) e BLN contendo lipossomas com
curcumina ¢ LED (Rapha® plus). Foram coletadas amostras de sangue venoso para analises
hematologicas, bioquimicas e quantificagdo de ERO, e de tecido e sangue das feridas para
quantificagdo de ERO. Além disso, realizou-se registro fotografico e mediu-se a area das feridas ao
longo do tratamento. As amostras foram coletadas no inicio (D0), meio (D22) e fim dos tratamentos
(D45). Ao longo do tratamento, observou-se, apenas, alteragao no valor de volume corpuscular médio
(VCM) no GC. Contudo, alguns dos parametros hematoldgicos e bioquimicos estavam acima dos
valores de referéncia. Em suma, encontrou-se valores elevados de proteina C-reativa, ureia ¢ TGO
em todos os grupos em algum momento do tratamento, enquanto que TGP esteve elevada no GC e
GE2 e, creatinina, leucocitos e eosindfilos no GE1. Nao houve variagdo significativa de ERO nas
amostras de sangue e ferida nos trés grupos experimentais ao longo do tratamento. Em relagdo a area
da ferida ndo houve redugdo da 4rea da ferida no GC (valor de p > 0,05). Todavia, no GE1 e GE2
notou-se significativa redu¢ao da area da ferida (valor de p < 0,05). Ao se comparar as areas das
feridas do inicio para o fim dos protocolos, os grupos GC, GE1 e GE2 apresentaram percentual médio
de contragdo das ulceras de respectivamente 22%+45%, 41%+20% e 89%=+14%. A terapia Rapha®
plus foi considerada a mais promissora para o tratamento da UPD, visto que apresentou o maior efeito

na redugdo da ferida, com taxa de cicatrizacao quatro vezes maior que o GC e duas vezes maior que

viii



o GE1, mesmo apresentando a maior area de ferida no inicio do tratamento. Inclusive, em 40% dos
pacientes houve total cicatrizagdo das tlceras cronicas no periodo entre 30 e 45 dias. Conclui-se que
o0 tratamento utilizando BLN e LED (dispositivo Rapha®) foi mais eficaz para a cicatrizacdo de
Ulceras de pé diabético do que a terapia utilizada no SUS. Sobretudo, o protocolo utilizando LED e
BLN contendo lipossomas com curcumina demonstrou ser mais promissor visto que levou a maior
reducdo da area das feridas. Porém, nao foi identificada associacé@o entre os marcadores inflamatorios
(sistémicos e locais) e de estresse oxidativo com o processo de cicatrizagcdo nos tempos analisados.
Esses resultados podem estar relacionados a variavel tempo de analise e diversidade individual dos
participantes de pesquisa. Dessa forma, sugere-se que 0 processo de cicatrizagdo e seus aspectos
fisiopatoldgicos sejam avaliados em menores intervalos de tempo e em uma maior populacéo
amostral, a fim de se identificar em quais momentos ocorrem as variagdes nos marcadores

inflamatorios e amenizar os vieses experimentais.

Palavras-chave: Ulcera de pé diabético, Fototerapia, Diodo emissor de luz, Biomaterial, Latex
natural, Curcumina, Inflamacao, proteina C-reativa, Espécies reativas de oxigénio, Cicatrizagdo de

feridas.



ABSTRACT

Diabetic foot ulcers (DFU) are responsible for the high rates of amputation of the lower limbs
of patients with diabetes due to impaired healing caused by prolonged inflammation associated with
oxidative stress caused by reactive oxygen species (ROS). Among the therapeutic approaches, the
Rapha® therapeutic system stands out, which is based on the concomitant use of light-emitting diode
(LED) phototherapy and a natural latex biomembrane (NLB). Another alternative for the treatment
of DFU is the use of curcumin, a biocomposite with healing properties, as anti-inflammatory, and
antioxidant action. Our hypothesis is that treatment with NLB containing curcumin and LED at the
red wavelength (A = 695 nm) has a better effect on wound healing by reducing inflammatory and
oxidative stress markers. Thus, this study aimed to evaluate the therapeutic potential of Rapha®
therapy with the addition of liposomes with curcumin in the healing of patients with UPD. This
assessment was based on the analysis of inflammatory processes and oxidative stress associated with
the tissue healing process. The study population was composed of 15 research participants distributed
equally among the CG (control group), EG1 (experimental group 1) and EG2 (experimental group 2)
groups who respectively used the gold standard treatment used in the Unified Health System (UHS),
NLB associated with LED (Rapha®) and NLB containing liposomes with curcumin and LED
(Rapha® plus). Venous blood samples were collected for hematological, biochemical analysis, and
quantification of ROS in tissue and blood of the wound. Also, a photographic record was performed,
and the area of the wounds was measured throughout the treatment. Samples were collected at the
beginning (D0), middle (D22), and end of treatments (D45). Throughout the treatment, only a change
in the mean corpuscular volume (MCV) value was observed in the CG. However, some of the
hematological and biochemical parameters were above the reference values. In short, high values of
C-reactive protein, urea, and TGO were found in all groups at some point in the treatment, while TGP
was elevated in CG and EG2 and, creatinine, leukocytes, and eosinophils in EG1. There was no
significant variation in in the level of ROS in the blood and wound samples in the three experimental
groups throughout the treatment. Regarding the wound area, there was no reduction in the wound
area in the CG (p-value > 0.05). However, in EG1 and EG2 there was a significant reduction in the
wound area (p-value < 0.05). When comparing the areas of the wounds from the beginning to the end
of the protocols, the groups CG, EG1, and EG2 presented an average percentage of ulcer contraction
of 22% + 45%, 41% + 20%, and 89% + 14%, respectively. Rapha® plus therapy was considered the
most promising for the treatment of DFU, since it had the greatest effect on wound reduction, with a
healing rate four times greater than the CG and two times greater than the EG1, even with the largest

area wound at the start of treatment. In fact, in 40% of patients, there was complete healing of chronic



ulcers in the period between 30 and 45 days. It is concluded that the treatment using NLB and LED
(Rapha® device) was more effective for the healing of diabetic foot ulcers than the therapy used in
UHS. Above all, the protocol using LED and NLB containing liposomes with curcumin proved to be
more promising since it led to a greater reduction in the area of wounds. However, no association was
found between inflammatory markers (systemic and local) and oxidative stress with the healing
process in the analyzed times. These results may be related to the variable time of analysis and
individual diversity of the research participants. Thus, it is suggested that the healing process and its
pathophysiological aspects be evaluated in shorter intervals and a larger sample population, to identify

when the variations in inflammatory markers occur and to ease experimental biases.

Keywords: Diabetic foot ulcer, Phototherapy, Light-emitting diode, Biomaterial, Natural latex,

Curcumin, Inflammation, C-reactive protein, Reactive oxygen species, Wound healing.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZAGAO E FORMULAGAO DO PROBLEMA

Diabetes mellitus (DM) ¢ um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por
hiperglicemia causada pela desordem na produgdo ou a¢do da insulina [167]. Segundo a
Federacao Internacional de Diabetes, a DM ¢ um dos maiores problemas de saude global e
estima-se que o numero de pacientes com a doenga aumentara de 463 milhdes (2019) para 700
milhdes em 2045, em pessoas entre 20 e 70 anos [79]. A longo prazo, dentre as complicagdes
da diabetes tem-se o risco de tlceras nos pés.

A tlcera do pé diabético (UPD) ¢ uma importante causa de morbidade, motivo de grande
parte da internagdo de pacientes com DM e € responsavel por um elevado indice de amputacao
dos membros inferiores [202], visto que a cicatrizacao da ferida é prejudicada no pé diabético
em decorréncia da inflamag¢do prolongada [19]. Durante o processo inflamatdrio, macréfagos
e neutrofilos liberam grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO) causando
estresse oxidativo [137]. Niveis elevados de ERO podem prolongar o processo inflamatorio,
ativar vias proteoliticas e provocar danos no tecido [194].

Levando em consideracdo a dificuldade de cicatrizacao das ulceras diabéticas e seu estado
inflamatorio constante, uma terapia ideal para essas feridas deve suprimir a inflamagao
excessiva enquanto melhora a cicatrizagao.

Os curativos sdo parte fundamental para o tratamento de UPD, sendo amplamente
utilizados para proteger a ferida e promover a cicatrizacdo. A utilizacdo de biomembrana de
latex como cobertura primaria (curativo) para feridas mostrou promover cicatrizagdo e
remodelagem tecidual em ulceras isquémicas na perna [60] e em UPD em ser humano [151].
O latex ¢ um composto natural extraido da seringueira (Hevea brasiliensis) que apresentou
propriedades indutoras de neovascularizacdo e regeneragdo tecidual em diversas espécies e
tipos de tecidos [205], cicatrizacdo e neoangiogénese e reconstrucdo conjuntival de
coelhos [144], mostrando-se biocompativel de acordo com estes estudos.

A fotobiomodulacdo em terapias que utilizam luz de baixo nivel levou a uma taxa

aumentada de cicatrizacdo [106] em diversos modelos de feridas [97]Essas terapias



demonstraram-se- alternativas eficazes e seguras para o tratamento de UPD [177], visto que
evidenciaram 6timo resultado de cura e ndo apresentaram feitos adversos [85,91,102,121].

Ainda, foi demonstrado que o uso combinado de um dispositivo de fototerapia, em que se
utilizou diodo emissor de luz (LED, do inglés light-emitting diode), simultaneamente com uma
biomembrana de latex natural (BLN) induziu o processo cicatricial por promover a
neoformacdo vascular, proliferagdo celular e granulacdo tecidual na cicatrizacdo de
UPDs [151].

A BLN ¢ um material biocompativel produzido com o latex da seringueira Hevea
brasiliensis que tem sido estudado por nosso grupo para o tratamento de tlceras diabéticas
apresentando biocompatibilidade [18,44,130] e propriedades indutoras da angiogénese,
granulacdo e formacao de colageno sem causar feitos adversos [61]. Com isso, as propriedades
cicatrizantes de BLN tém sido exploradas para uso como um promissor curativo para o
tratamento de ulceras diabéticas.

Outra terapia com elevado potencial cicatrizante ¢ a curcumina. Trata-se de um composto
bioativo que demonstrou efeito anti-inflamatério, antioxidante, anticoagulante e
antimicrobiano. Ainda, evidenciou propriedades para cura de feridas agindo na redugdo da
resposta de oxidagdo e inflamagao, formacao de tecido de granulacdo, deposicao de colageno,
remodelacdo tecidual e contracdo da ferida, o que mostra seu grande potencial para a
cicatrizagdo de ulceras diabéticas [5].

Na presente pesquisa foi proposto adicionar a curcumina a BLN a fim de se potencializar
seu efeito cicatrizante e para ser utilizada concomitantemente com a fototerapia, visando
aumentar a eficiéncia na neoformacao tecidual. Para adicionar curcumina ao latex, utilizamos
dos recursos provenientes da nanobiotecnologia.

A nanobiotecnologia ¢ um campo que abrange a sintese, caracteriza¢do e aplica¢do de
materiais em escala nanométrica aplicados as ciéncias da vida. Dentre esses materiais
destacam-se os lipossomas, que sao vesiculas lipidicas amplamente empregadas como veiculos
para entrega de farmacos por possibilitar o carreamento de farmacos imisciveis em agua tais
como curcumina [154].

Desta forma, neste trabalho sera investigada a inflamagao e estresse oxidativo com o efeito
terapéutico da terapia combinada utilizando-se de diodo emissor de luz e biomembranas
contendo lipossomas com curcumina na cicatrizagdo de feridas em portadores de ulcera

diabética. Nossa hipdtese ¢ de que o tratamento com a BLN contendo curcumina ¢ LED no



comprimento de onda vermelho promove melhor efeito na cicatrizagdo das feridas do que nos

demais grupos e reduz marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo no sangue e na ferida.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito terapéutico do wuso combinado de biomembranas de latex

contendo lipossomas com curcumina com LEDterapia (dispositivo terapéutico Rapha®) bem

como avaliar o processo de inflamagdo e estresse oxidativo associado ao processo de

cicatrizagdo tecidual em portadores de ulcera diabética.

1.2.2 Objetivos Especificos

1.
2.

Caracterizar a amostra populacional quanto aos aspectos demograficos e clinicos.
Correlacionar parametros hematoldgicos (hemograma) e bioquimicos do sangue
venoso com o processo de inflamacao e cicatrizagao.

Relacionar os indicadores de inflamacao local e sistémica (ERO, hemograma e
analises bioquimicas) com o processo de cicatrizagao.

Avaliar o processo de cicatriza¢do das ulceras através de analises de imagem e
mensura¢ao das feridas.

Avaliar o processo de estresse oxidativo por meio da quantificacdo da formagao
de espécies reativas de oxigénio em amostras de sangue e tecido da ferida e de

sangue venoso por ressonancia paramagnética eletronica (RPE).



2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 DIABETES MELLITUS

Segundo a Organizagdo Pan-Americana de Satude [167], a Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma
doenca cuja principal caracteristica ¢ o elevado nivel de agucar no sangue, ou hiperglicemia.
Essa hiperglicemia ocorre quando o pancreas nao produz a quantidade suficiente de insulina
ou quando o organismo ndo consegue utilizar a insulina de forma efetiva na metabolizagdo da
glicose, o que pode levar a danos ao corpo e falha de diversos 6rgaos e tecidos [78].

A Federacdo Internacional de Diabetes (IDF — do inglés, International Diabetes
Federation) estimou que, em 2019, aproximadamente 463 milhdes de adultos estavam vivendo
com DM e que esse nimero poderia chegar a 578 milhdes em 2020 e 700 milhdes em 2045, o
equivalente a 8,3%, 9,2% ¢ 9,6% da populagdo mundial, respectivamente (Figura 2.1). Ainda,
justifica que essa crescente prevaléncia ¢ motivada por fatores socioecondmicos, demograficos,
ambientais e genéticos, tornando essa doenca um desafio para a satide no século 21 [79]. No
Brasil, segundo o Ministério da Satde, a prevaléncia do diagnostico de DM em 2010 foi de
6,3% da populagao [24] e em 2018 foi de 7,7% [23]. No Distrito Federal, essa prevaléncia
cresceu de 4,4% em 2010 [24] para 6,7% em 2018 [23].
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Figura 2.1. Prevaléncia de diabetes em adultos (20 a 79 anos) nas regides da Federagdo Internacional
de Diabetes (IDF), por prevaléncia comparativa de diabetes ajustada por idade. Adaptado de [79].

Para 2019, a IDF estimou que a DM foi responsavel por 11,3% das mortes globais e que,
em 2019, aproximadamente 4,2 milhdes de adultos entre 20 e 79 anos morreram por causa
dessa doenga e de suas complicagdes, o0 equivalente a uma morte a cada oito segundos [79].

A DM ¢ classificada em dois tipos (tipo 1 e tipo 2), de acordo com as causas de sua origem.
DM tipo 1 (DM1) ¢ responsavel por 5% a 10% dos casos em todo o mundo e ocorre,
geralmente, em pessoas mais jovens [140]. Na DMI, as células beta, produtoras de insulina,
sdo atacadas pelo sistema imunologico através de uma reagdo autoimune. Esse ataque as células
beta ocasiona a producao de pouca ou nenhuma insulina para o organismo e resulta em elevados
niveis de agticar no sangue [79]. No caso da DM tipo 2, responsavel por 90% a 95% dos casos
em todo o mundo [140], o corpo apresenta uma certa resist€ncia a insulina, ou seja, ndo
consegue utilizar a insulina que produz, causando hiperglicemia. Com os niveis de aglcar
elevados, o corpo, que antes produzia insulina de forma adequada, promove um aumento na
producao desse hormdnio, sobrecarregando as cé€lulas beta pancredticas, resultando em sua
falha [79].

A hiperglicemia, tanto cronica como aguda, pode ser a causa de diversas complicagdes da
DM, como retinopatia diabética, nefropatia diabética e neuropatia [110]. Além da

hiperglicemia e duragao da doenga, diversas variantes genéticas tém sido estudadas a fim de se



verificar se existe alguma suscetibilidade genética para patologias micro (retinopatia,
neuropatia e nefropatia) e macrovasculares (doenc¢a cardiovascular) [11], tornando a DM uma
das maiores causas de cegueira, insuficiéncia renal, ataque cardiaco, derrame e amputacao de

membros inferiores [196].

2.1.1 Complicacdes da diabetes

As complicagdes do pé diabético e dos membros inferiores afetam de 40 a 60 milhdes de
pessoas diabéticas no mundo [79], podendo levar ao aumento da morbidade geral dos
pacientes [79,140]. A prevaléncia global de ulceragdes no pé diabético ¢ de 6,3% [203],
afetando cerca de 2% da populagao portadora de diabetes [79].

As infecg¢des e complicagdes associadas as Ulceras diabéticas podem levar a amputacdo
dos membros inferiores e graves problemas de saude [196]. E estimado que 1% da populagio
diabética sofre amputacdo de membros inferiores € que ocorre uma amputacdo a cada 30
segundos [79]. Esse tipo de ferida ¢ uma das grandes causas de amputacdes dos membros
inferiores [129] e da hospitalizacdo de portadores de diabetes [139,179], estando, ainda
associada a uma maior taxa de mortalidade [113]. A tlcera diabética ¢ ocasionada por varios
fatores, sendo os principais, neuropatia ¢ doenga arterial periférica, acarretando em isquemia e
infec¢do [93].

A neuropatia periférica ¢ uma complicagdo comum da DM devido aos danos que a
hiperglicemia, tanto cronica quanto aguda, podem causar nos nervos por meio da diminui¢@o
da fung¢do nervosa, perda de fibras mielinizadas e ndo mielinizadas, degeneracdo Walleriana e
redugdo da formacgao de fibras nervosas [40]. A presenca de neuropatia ¢ o principal fator
causador de feridas nos pés de diabéticos, visto que a sensibilidade fica comprometida e pode
gerar deformidades [181]. Devido a falta de sensibilidade ¢ comum o diabético causar traumas
no pé inconscientemente, visto que ndo sentira incomodo ao calgar um sapato apertado ou ao
usar um aquecedor, por exemplo [46]. No caso das deformidades nos pés, estas podem levar a
alteracdes na carga do pé e tornozelo, na mobilidade e na marcha, promovendo a formacao de
calos e lesdes no tecido [181]. Tanto a falta de sensibilidade quanto as deformidades causadas
pela neuropatia promovem a formacdo de ulceras denominadas neuropaticas devido a sua
origem [70].

A doenga arterial periférica ¢ uma consequéncia da DM caracterizada pelo estreitamento
das artérias periféricas, reduzindo o fluxo sanguineo para os membros inferiores [26]. E comum

em pacientes diabéticos devido a idade avangada, duracdo da diabetes e hiperglicemia ndo



controlada [13]. E um fator de risco para o desenvolvimento de tulceras porque o fluxo
sanguineo deficiente resulta em progressdo da infeccdo, degradacdo do tecido e déficit na
entrega de oxigénio, nutrientes e antibioticos [13], implicando na evolugao e cicatrizacao lenta
da ferida, tornando-se um dos fatores determinantes para a amputacgao [168].

O atraso na cicatrizagdo de tlceras diabéticas pode envolver diversos fatores, podendo ser
complicagdes ao longo do processo de cicatrizagdo, como infec¢do, isquemia ou trombose, 0s
proprios fatores que causaram a ferida, como neuropatia e problemas vasculares, ou ainda, o
fato de nao seguir uma progressao ordenada no processo de cicatrizacao [53] como alteragdes
na etapa inflamatdria [120]. Para melhor compreender o que acontece em ulceras diabéticas, €

importante entender o processo de cicatrizagdo normal de uma ferida.

2.1.2 Processo normal de cicatrizagcao de feridas

A cicatrizagao de feridas ocorre para que as células mortas e tecidos desvitalizados sejam
substituidos por novas células e tecidos. Assim, o processo de cicatrizacdo € um sistema
dindmico dependente de diversos processos de sinalizagdo celular que sdo classificados em
quatro fases sobrepostas e que ocorrem de maneira eficiente e coordenada: (i) hemostasia, (i)
inflamacao, (iii) proliferacao celular e (iv) remodelacdo da matriz extracelular [94].

O processo de cicatrizacdo inicia-se logo nos primeiros momentos apods a lesdo com a
hemostasia ou coagulacdo, na qual ocorre a agregagdo de plaquetas e vasoconstri¢ao. Inicia-se
uma cascata de coagulacdo, com a formagao de um tampao de fibrinas, migracao de leucocitos,
hipdxia e liberacao de fatores de crescimento e citocinas pré inflamatérias [53,94].

A fase subsequente a hemostasia ¢ a inflamatdria e pode durar de horas a dias. O tampao
de fibrinas formado na fase anterior serve como um suporte para as cé¢lulas migratdrias, como
neutréfilos, mondcitos, fibroblastos e células endoteliais. O tampao ¢ entdo degradado para
possibilitar a migragao destas células [94,178]. Nessa fase, algumas substancias quimiotaticas
e produtos bacterianos estimulam a migragao de neutréfilos para a lesdo. Essas sao as primeiras
células a migrar e sdo responsaveis por limpar a ferida fagocitando patdgenos e detritos
teciduais, atuando contra infec¢des e fazendo o desbridamento da ferida. Em seguida, ocorre a
migracao dos macréfagos que, além de fagocitar bactérias e detritos teciduais, liberam
reguladores bioldgicos para permitir o processo normal de cicatrizacao [94,178,182].

Conforme a etapa inflamatoria ¢ atenuada, inicia-se a fase de proliferagdo, que pode durar

de dias a semanas. Nessa fase ocorre a migragdo de fibroblastos, formacdo da matriz



extracelular, angiogénese, formacdo do tecido de granulagcdo, contracio da ferida e
epitelizacdo [53,94]. Os fibroblastos migram para auxiliar na formagao da matriz extracelular
através da sintese de colageno e de outras proteinas [94,178]. Nessa etapa também sdo
produzidas outras proteinas como fibronectina e vitronectina, as quais devolverdo funcao e
integridade ao tecido. A angiogénese ¢ a formag¢ao de novos vasos sanguineos e ird permitir o
reabastecimento de oxigénio e nutrientes ao tecido. Os fibroblastos, o tecido de granulagdo e a
matriz extracelular atuam juntos para promover a contracdo da ferida e acelerar seu
fechamento [53]. Ao mesmo tempo, € realizado o processo de epitelizagdo com a migragdo de
células epiteliais para cobrir o tecido de granulagdo criando uma barreira celular [178,182].

A etapa final do processo de cicatrizagdo ¢ a remodelagao tecidual e pode durar de semanas
a meses. Ocorre maturagdo e rearranjo do coldgeno e da matriz extracelular, onde o tecido
cicatricial fica mais forte e rigido, adquirindo até 80% de resisténcia a tragdo da pele normal
saudavel [94,178,182].

Quando o processo de cicatrizacdo de uma ferida ndo segue essas etapas de maneira
ordenada, pode haver uma pausa na cicatrizacao ou esta pode progredir de forma inadequada,

levando a uma ferida cronica como € o caso das ulceras diabéticas.

2.1.3 Cicatrizagao de ulceras diabéticas

De forma geral, o processo de cicatrizacdo em ulceras diabéticas (Figura 2.2) ¢ alterado
pela angiogénese prejudicada, excesso de macrofagos inflamatdrios e reducdo da atividade de
fibroblastos e queratinocitos. O estado diabético pode levar a disfuncao ou func¢do alterada
dessas células. Macréfagos nao passam do estado inflamatdrio para o estado de reepitelizacao,
prolongando o processo inflamatdrio na ferida, enquanto fibroblastos e queratindcitos sofrem
apoptose inadequada. Além de apoptose indevida, os fibroblastos produzem metaloproteinases
matriz (MMPs — do inglé€s, matrix metalloproteinases) em excesso, enzimas que irdo degradar
a matriz extracelular atrasando o processo de cicatrizagdo. Todas essas alteracdes no ambiente
lesionado levam a ndo formagdo ou mé formagao do tecido de granulagdo e consequente atraso

no fechamento da ferida [90].
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Figura 2.2. Cicatrizagdo normal de feridas versus cicatrizagdo de feridas diabéticas. Durante um
processo normal de cicatrizagdo, queratindcitos migram e proliferam para reepitelizar a ferida,
fibroblastos auxiliam na formacdo da matriz extracelular e macréfagos controlam o processo
inflamatorio e a producéo de fatores de crescimento. Também ocorre a formagdo de novos vasos
sanguineos, de tecido de granulacdo e consequente contracdo e epitelizacdo da ferida durante a
cicatrizagdo. Em feridas diabéticas, queratindcitos e fibroblastos sofrem apoptose inadequada ¢ a
formacdo dos novos vasos sanguineos ¢ prejudicada. Ainda, os macréfagos ndo transitam do fenotipo
inflamatorio para o fendtipo de reconstrugdo, o que gera um excesso de macrofagos inflamatorios na
ferida, processo inflamatério prolongado e escassez de fatores de crescimento. Ainda, os fibroblastos
produzem metaloproteinases em excesso, promovendo degradagdo da matriz extracelular. Como a
cicatrizagdo da ferida ndo evolui, a lesdo torna-se uma porta de entrada favoravel para microrganismos
patdgenos. Adaptado de [90].

Ainda, nessas feridas, a progressao no processo de cicatrizagdo € prejudicada por diversos
fatores como neuropatia periférica, doenca vascular e presenca de biofilme [8] que leva a
producao de citocinas inflamatoérias e a suscetibilidade a infecgdes [141].

Existem diversos métodos para classificar as tlceras diabéticas e identificar seu estado e
gravidade. Atualmente, o Sistema Unico de Saade (SUS) utiliza o sistema de classificagdo de
lesdes por diabetes da Universidade do Texas para as ulceras diabéticas (Quadro 2.1), um
método que considera a profundidade, representada em graus, e presenga de infecc¢ao, isquemia

ou ambos, indicada por estagios [127].

Quadro 2.1. Classificagdo de Lesdes por Diabetes da Universidade do Texas. Fonte: [127].

Grau
Escala 0 1 2 3
Lesdo pré-ulcerativa . . N
; . Ferida superficial, ndo . . . .
ou pés-ulcerativa - Ferida que atinge Ferida que atinge osso
A envolvendo tenddo, ~ \ . -
completamente . tenddo ou capsula ou articulagdo
e capsula ou 0sso
epitelizada

B Com infec¢do Com infec¢do Com infec¢do Com infecgdo
C Com isquemia Com isquemia Com isquemia Com isquemia
D Com infecgdo e Com infecgdo e Com infecgdo e Com infecgdo e

isquemia isquemia isquemia isquemia




2.1.4 Relacao entre inflamacao e cicatrizagao em ambiente hiperglicémico

A propria hiperglicemia pode alterar a morfologia e diminuir a proliferacdo celular [53] e
desencadear um processo de inflamag¢ao anormal, pois induz, de forma indireta, a formacao de
moléculas inflamatorias que interferem na sintese de coldgeno, prolongando a etapa
inflamatoria [73]. Além da hiperglicemia, outros fatores podem levar a uma resposta
inflamatoria exacerbada, como disfungdes celulares e acumulagdo de produtos finais de
glicacdo avancada (AGEs — do inglés, advanced glycation end-products).

Os neutrofilos sdo abundantes nos estagios iniciais do processo inflamatério da
cicatriza¢do. Em hospedeiros diabéticos, essas células apresentaram deficiéncia na fungdo com
producdo prolongada de citocina pro-inflamatéria fator de necrose tumoral alfa (TNF-a — do
inglés, tumor necrosis factor alpha) e morte celular reduzida. A disfuncdo dos neutréfilos
podeser causada por defeito nos macrotagos, células que fazem a limpeza dos detritos celulares,
sugerindo uma grande contribui¢do dessas células para um estado de inflamagao cronica em
diabéticos [71].

Os macrofagos sao células importantes para a passagem do estado pro-inflamatorio para
o anti-inflamatodrio durante a fase inflamatoria do processo de cicatrizagao. No processo normal
de cicatrizacdo, eles removem os detritos celulares para dar seguimento para a fase de
proliferacdo. No entanto, essas células estdo comprometidas nas feridas diabéticas e acabam
por liberar uma grande quantidade de citocinas pro-inflamatorias, criando uma carga celular
aumentada e prolongando a fase inflamatoéria [33].

Os AGEs atuam sobre diversos fatores que interferem no processo de cicatrizacao através
da inflamagao cronica em feridas diabéticas. Ainda, estes produtos sdo compostos derivados
da reducdo de agucar em proteinas, lipidios e acidos nucléicos [200] e seu acumulo ¢ acelerado
em condic¢des hiperglicémicas, oxidativas ou inflamatérias [173].

O acumulo de AGEs em feridas diabéticas levou a expressao de algumas moléculas pro-
inflamatoérias como endotelina-1, TNF-a ¢ MMPs. O TNF-a promove um aumento das MMPs
que degradam a matriz extracelular e prejudicam a formag¢do do tecido de granulagdo [4]. A
presenga desses compostos em um ambiente hiperglicémico demonstrou agravar o processo
inflamatério em ulceras diabéticas através de a-defensinas, promovendo a expressao de
interleucina 8 (IL-8), sendo correlacionada com a ma cicatrizacao dessas feridas [117].

O bloqueio da interagdo entre AGEs e seu receptor (RAGE — do inglés, receptor for

advanced glycation end-products) demonstrou promover uma resposta inflamatoria adequada
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na fase inicial da cicatrizacdo de feridas em ratos diabéticos. Isso ocorreu através da melhora
na secre¢do de fatores inflamatdrios, na infiltracdo de leucécitos inflamatorios e na limpeza
dos detritos de neutrofilos pelos macrofagos. Com isso, promoveu melhor formagao do tecido
de granulacdo e a transicdo adequada entre a fase inflamatoria e o progresso da
cicatrizacdo [190], visto que durante o processo inflamatorio, macréfagos e neutrofilos liberam
grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO) causando estresse oxidativo [137].
Niveis elevados de ERO podem prolongar o processo inflamatorio, ativar vias proteoliticas e

provocar danos no tecido [194].

2.1.5 Estresse oxidativo causado pela hiperglicemia

O estresse oxidativo ¢ um fator importante na fisiopatologia da DM e suas
complicagdes [29], visto que a hiperglicemia cronica atua sobre diversos mecanismos
moleculares causando inflamacao e estresse oxidativo [195]. Esse estado acontece quando ha
maior liberacdo de moléculas oxidativas do que de defesas antioxidantes, ocasionando um
desequilibrio. Nesse cenario, o organismo ndo ¢ capaz de eliminar os radicais livres formados
que acabam atacando outras moléculas e tecidos adjacentes, causando uma resposta
inflamatéria enquanto o aumento de citocinas inflamatérias também eleva o estresse
oxidativo [69,119].

Radicais livres sdo moléculas altamente reativas por possuirem um elétron no nivel de
valéncia, como espécies reativas de oxigénio (ERO), que podem ser peroxido de hidrogénio,
superoxido ou hidroxido [69,119]. ERO sdao formadas através de processos metabodlicos
essenciais que requerem oxigénio nas células, tecidos e orgdos, como geragcdo de energia
mitocondrial ou desintoxicagdao hepatica [41], ou seja, quando mantidas nas concentragcoes
celulares adequadas, desempenham importantes fungdes de sinalizagdo celular [69].

Durante o processo de cicatrizagdo de feridas, células inflamatorias produzem ERO logo
ap6s a lesdo como defesa contra patdgenos e estimulo para proteinases que irdo atuar na
remodelagdo da matriz extracelular [135]. Porém, em niveis elevados, as ERO podem causar
danos aos lipidios, proteinas e DNA [41], sendo o estresse oxidativo uma das causas comuns
para o atraso na cicatrizacdo de feridas cronicas [43].

A hiperglicemia atua sobre varios mecanismos moleculares, como aumento do fluxo da
via poliol, aumento da formac¢ao de AGE, ativacao de isoformas da proteina quinase C (PKC) e

aumento do fluxo da via da hexosamina [28,42,195]. Esses mecanismos sdo responsaveis por
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danos que podem causar doengas micro e macrovasculares e refletem na superproducao de
superdxido pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial [28,195].

ERO contribuem para a progressao dos distarbios inflamatoérios, de forma que o aumento
da producdo dessas moléculas por neutrofilos em locais inflamados pode causar lesdes no
tecido [69]. Elevados niveis de ERO em tlceras diabéticas atrapalham o processo de
cicatrizacdo por promoverem o aumento de metaloproteinase matriz 9 (MMP-9), enzima que,
em niveis elevados, € prejudicial para a cicatrizagao de feridas [134]. E ainda, a superprodugao
desses radicais livres pode, além de perpetuar a inflamagao, promover apoptose de fibroblastos
em diabéticos, células essenciais no reparo tecidual [67].

O estresse oxidativo local em feridas cronicas pode estar relacionado com a producao de
ERO associadas a neutrofilos, sugerindo que terapias visando a reducdo dessas moléculas
podem melhorar a cicatrizacao de feridas [83].

Nosso grupo correlacionou a redugdo do estresse oxidativo em ulceras diabéticas com
melhor cicatrizagao das feridas com o uso de terapia baseada na combinacao de fototerapia e

biomaterial a base de latex [108].

2.1.6 Tratamentos para ulcera diabética

O procedimento padrdo para tratar Ulceras diabéticas inclui desbridamento cirtirgico,
escolha do curativo adequado, descarga da pressdo plantar, avaliagdo vascular, controle de
infecgoes, controle glicémico e cuidados multidisciplinares, que incluem o acompanhamento
de cirurgido (geral, vascular e ortopédico), pododlogo, endocrinologista, fisioterapeuta e
enfermeiro [51].

Quando se refere a escolha do curativo, o principal objetivo ao tratar uma ulcera ¢ manté-
la limpa, umida e coberta, a fim de favorecer a cicatriza¢do. Os tratamentos tOpicos visam
fornecer um microambiente adequado no leito da ferida para que essa cicatrizagdo ocorra,
levando em consideracao o tipo de tecido e a exigéncia ou necessidade da tlcera (umidade,
desbridamento, entre outros) [22]. O Manual do P¢ Diabético [22], criado pelo Ministério da
Saude, traz algumas das coberturas utilizadas no SUS para o tratamento de ulceras nos pés de
diabéticos de acordo com o tipo de tecido e quantidade de exsudato presentes na ferida (Quadro

2.2).
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Quadro 2.2. Coberturas utilizadas no SUS para o tratamento de tlceras nos pés de diabéticos de acordo com o tipo de tecido presente na ferida. Fonte:

Adaptado de [22].

Frequéncia de

Cobertura Indicagio troca
Feridas epitelizadas.
Feridas que apresentam tecido de granulacdo com nenhum ou pouco exsudato do tipo
) ] seroso sanguinolento. o
Hidrocoloide Até 7 dias

Tecido necrotico timido ou esfacelo com pouco exsudato do tipo seroso, sanguinolento ou
serossanguinolento.

Tecido necrotico seco/escara com nenhuma exsudagao.

Acidos graxos
essenciais

Tecido epitelizado.

1 a 2 vezes por dia

Alginato de calcio e
sodio

Feridas que apresentam tecido de granulagdo com exsudato do tipo seroso ou
serossanguinolento de quantidade moderada a abundante.

Feridas que apresentam tecido de granulagdo com exsudato do tipo sanguinolento de
quantidade moderada a abundante.

Até a saturagdo ou,
no maximo, 7 dias

Sulfadiazina de prata

Feridas que possuem granulagcdo com colonizagao critica ou infec¢do e exsudato
seropurulento, puurulento ou piosanguinolento de quantidade moderada a abundante.

Tecido necrotico umido ou esfacelo com exsudato do tipo seropurulento, purulento ou
serossanguinolento em quantidade moderada a abundante.

Até saturagao

13




Nos ultimos anos, houveram muitos avangos em pesquisas relacionadas ao
desenvolvimento de terapias alternativas para ulceras diabéticas. Dentre elas tem-se terapias
utilizando novos curativos e agentes topicos, utilizacdo de oxigé€nio, terapia por pressao
negativa, entrega de fatores de crescimento, enxertos de pele, terapias baseadas em energia,
terapia sist€émica e desbridamento ndo cirargico da lesdo [51].

Existem diferentes métodos para realizar o desbridamento ndo cirrgico sendo os
principais: desbridamento autolitico com hidrogéis, desbridamento enzimatico, biocirurgia
utilizando larvas e desbridamento mecanico com hidroterapia. Porém esses métodos nao sao
recomendados devido a escassez de evidéncias em relagdo a outros métodos mais
consolidados [51].

Recentemente, um estudo baseado em evidéncias analisou a utilizagdo da oxigenoterapia
hiperbarica no tratamento de ulceras do pé diabético (UPD) associadas a doenca oclusiva
arterial periférica. Essa técnica ¢ utilizada como uma terapia adjuvante aos tratamentos
convencionais para melhorar a oxigenac¢ao no tecido lesionado e promover a cicatrizagdo. De
acordo com andlise realizada nesse estudo foi demonstrado que a oxigenoterapia hiperbérica
adjuvante diminuiu a taxa de amputagdo mas nao a cicatrizagdo em pacientes com UPD e
doenga oclusiva arterial periférica, além de ter provocado efeitos adversos [27].

A terapia por pressdo negativa também ¢ uma terapia adjuvante, na qual coloca-se um
curativo de espuma na ferida e submete-a a uma pressdo negativa imposta por uma bomba a
vacuo visando estimular a cicatrizacdo [80]. Embora essa abordagem terapéutica apresente
eficécia, seguranga e bom custo-beneficio, um recente trabalho de revisdo sugeriu a realizagdo
de ensaios clinicos randomizados com incorporagdo de metanalise para comprovar sua
eficacia [125].

Fatores de crescimento epidérmico participam de diversos eventos bioldgicos na
cicatrizagdo de feridas, promovendo a cura adequada da lesdao [75]. Dessa forma, o uso dessas
biomoléculas pode ser uma boa alternativa para o tratamento de Ulceras diabéticas. Alguns
estudos tém sido realizados a fim de se avaliar o efeito da aplicagdo topica de fatores de
crescimento epidérmico humano em UPD. Foi observado que fatores de crescimento podem
promover a cicatrizagdo de tlceras diabéticas, embora possam também causar efeitos adversos
leves, necessitando de mais ensaios € que sejam mais bem projetados para analisar melhor essa

terapia [201].
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Terapias baseadas em energia também tém sido estudadas para promover a cicatrizacao
de feridas diabéticas, a qual pode ser estimulada através de estimulagdo elétrica, ondas de
choque, eletromagnetismo e fototerapia [S1]. Em nossa pesquisa foi empregada a fototerapia

e, portanto, essa modalidade terapéutica sera apresentada a seguir com mais detalhes.

2.1.7 Uso da fototerapia na cicatrizagao de feridas

A fototerapia ¢ também conhecida como fotobiomodulagao e refere-se ao tratamento com
luz para estimular processos celulares [76]. A fotobiomodulacao envolve a aplicagdao de formas
nao ionizantes de luz, geralmente luz de baixo nivel, como LASER (light amplification by
stimulated emission of radiation — do ingl€s, amplificagdo de luz por emissdo estimulada de
radiacdo) e LED (light emitting diode — do inglés, diodo emissor de luz), na qual uma fonte de
luz ¢ colocada proxima ou em contato com a pele com o objetivo de provocar uma resposta
biologica no individuo. Durante o tratamento, a energia da luz penetra o tecido e promove
alteracdes na estrutura molecular, celular e em diferentes tecidos do corpo [14].

A fotobiomodulacao utilizando as terapias que utilizam luz de baixo nivel levou a uma
taxa aumentada de cicatriza¢do [106] de diversos modelos de feridas como feridas agudas,
feridas com cicatrizacdo comprometida e feridas cronicas [97].Ainda, demonstraram-se
eficazes e seguras para o tratamento de UPD [177], visto que notou-se resultados de cura e sem
feitos adversos [85,91,102,121].

O LASER ¢ uma fonte de luz coerente, monocromatica e com largura de banda muito
pequena, com fragcdes de nandmetros (nm), enquanto o LED ¢ incoerente, com maior largura
de banda, variando entre 1 e 2 nm, e € policromadtica, apresentando-se em diversas cores atraveés
de diferentes comprimentos de onda [72]. Sua aplicagdo na cicatrizagdo de feridas contribuiu
para o reparo tecidual através dos efeitos anti-inflamatdrio e analgésico [52], promog¢do da
proliferacdo de fibroblastos, sintese de colageno e angiogénese [107], modulagdo do processo
inflamatério e melhora da organizacao das fibras de colageno [111].

O LED possui algumas vantagens sobre o LASER como capacidade de irradiar grande
area do corpo ao mesmo tempo e apresentar menor custo [72], maior seguranga, a ndo emissao
de luz térmica, nao toxicidade e nao invasividade [45], facilidade de uso doméstico e
possibilidade de dispositivos vestiveis [72]. Essas caracteristicas tornam a LEDterapia uma

tecnologia mais acessivel e aplicavel na saude do que outras modalidades de fototerapia.
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A LEDterapia utiliza o LED como fonte luminosa terapéutica e tem sido aplicada com
diversas finalidades que vao além da cicatriza¢do de feridas, como rejuvenescimento da pele,
redugdo da inflamacao, psoriase, dentre outros [45].

Foi demostrado que o LED no comprimento de onda vermelho e o LASER tém efeitos
significativos na promog¢do da cicatrizacdo de feridas em coelhos. Embora o LASER tenha
apresentado melhor resultado do que o LED, foi discutido que a LEDterapia foi a mais indicada
para o tratamento de feridas por possuir menor custo que o LASER, ser seguro e portatil,
podendo ser utilizado em casa [65].

Foi demonstrado, em um estudo in vitro, que a irradiagdo com o LED aumenta a
viabilidade e morfologia de fibroblastos através do aumento do nivel de proteinas de choque
térmico, responsaveis por modular a homeostase celular, auxiliar no reparo apds o estresse
celular e promover a cicatrizacdo de feridas [38]. Apesar de ainda ser pouco utilizada em
comparagdo ao LASER a terapia com LED tem sido empregada para promover a regeneragao
tecidual em diversos tipos e modelos de feridas e, recentemente, tem sido amplamente
pesquisada para tratar feridas diabéticas [57,62,176].

Em coelhos, a terapia com LED estimulou a proliferacao de queratindcitos na epiderme,
bem como a deposi¢do de coldgeno na derme durante a fase de proliferagdo da
cicatrizagdo [105].

Em ratos diabéticos, a interacdo da fotobioestimulacdo do LED com o tecido promoveu
um aumento no numero de fibroblastos e o adequado fechamento da ferida 7 dias apos a lesao
tecidual [57]. Promoveu aumento de vasos sanguineos € do VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular, do inglés vascular endothelial growth factor) e redugao da citocina pro-
inflamatoria COX-2 (ciclo-oxigenase-2), além de ter sido benéfico para a dindmica energética
mitocondrial [176]. Estes processos sdo relacionados diretamente a reducdo do estresse
oxidativo tecidual [184]. No mesmo modelo de ferida, a irradiagdo por LED induziu redugdo
significativa de células inflamatorias e da atividade da MMP-2, enzima que degrada a matriz
extracelular, e aumento das fibras de colageno durante o reparo muscular apos lesdo aguda
[115].

Ap6s ser utilizado concomitantemente com os tratamentos padrdes para feridas cronicas,
como desbridamento do tecido necrético, manutengao do leito timido da ferida e controle da
infeccdo, a LEDterapia promoveu melhora significativa na cicatrizagao de feridas diabéticas

cronicas. Além disso, preparou a ferida para outras opgdes de cobertura, visto que aumentou a
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granulagdo no leito da ferida e reduziu a quantidade de fibrina e tecido necrético sem apresentar
efeitos adversos. Com isso, o0 uso do LED demonstrou ser uma opg¢ao de terapia adjuvante aos
tratamentos convencionais para ulceras diabéticas [62].

Um estudo clinico, duplo-cego, randomizado foi realizado utilizando LED no
comprimento de onda vermelho visivel e infravermelho invisivel para tratar tilceras diabéticas
cronicas. Os grupos experimentais tratados com LEDterapia apresentaram maiores taxas de
granulacao e de cicatrizagao, com 58,3% das ulceras alcangando total cicatrizagdo ao final de
90 dias, demonstrando melhores resultados quando comparados ao grupo placebo [121].

Os efeitos biologicos da LEDterapia na cicatrizagdo de feridas sdo diversos. Um trabalho
de revisdo demonstrou que essa terapia promove diminuicdo de células pro-inflamatorias,
aumento da proliferacdo de fibroblastos, estimulacdo por angiogénese, formacao de tecido de
granulacdo e aumento da sintese de coldgeno. Esses efeitos foram semelhantes aos efeitos
causados pelo LASER e dependem de alguns pardmetros como comprimento de onda, dose ¢
propriedades Opticas do tecido [35].

Recentemente, as terapias com LASER e LED foram comparadas num ensaio clinico para
promover a cicatrizagao de ulceras diabéticas. Ambos os tratamentos demonstraram promover
reparo tecidual e melhorar os sinais e sintomas neuropaticos em pacientes com DM. Os
resultados demonstraram taxa de cicatrizagdo mais alta nas feridas tratadas com LED do que
com LASER, mas ressaltaram que sdo necessdrios mais estudos para compreender a
superioridade entre as terapias [188].

Os efeitos da fotobiomodulagdo promovida por LASER ou LED sobre a cicatrizacao de
feridas sdo bem descritos na literatura. E relatado que estas terapias induzem taxa aumentada
de cicatrizag¢do de feridas. Contudo, ainda sdo necessarios estudos que utilizem a fototerapia
em combinagdo com outras técnicas para encontrar métodos ainda mais eficazes para induzir a
cicatrizagdo completa da ferida [97]. Visando os efeitos benéficos do LED para o tratamento
de feridas, foi projetado um sistema movel para neoformacao tecidual — Rapha® — associado a
uma biomembrana de latex natural [185], para promover a cicatrizacdo de feridas

diabéticas como UPD [151].

2.1.8 Biomaterial a base de latex para regeneragao tecidual

Biomateriais ou materiais biocompativeis sao definidos como materiais sintéticos ou de

origem natural que sdo utilizados para substituir ou reparar qualquer tecido ou fungdo de um
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6rgdo do corpo [206]. Biomateriais sintéticos podem ser produzidos partir de metais,
polimeros, ceramicas ou compoésitos, enquanto os biomateriais naturais t€ém origem animal,
vegetal ou microbiana [17].

Existe uma enorme variedade de biomateriais que sao utilizados para a cicatrizacao de
feridas. Dentre eles destacam-se biopolimeros a base de alginato de calcio [186], hidrogéis
biocompativeis e antioxidantes [199], biomateriais a base de quitosana [81], a base de
seda [39], poliméricos naturais [148], matriz de colageno [122], a base de celulose [32], entre
outros. Cada um se destaca conforme suas inerentes propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas.

Biomateriais para o tratamento de ulceras diabéticas tém sido fabricados tendo como base
poli (4cido latico-co-acido glicdlico) ou PLGA, coldgeno, acido hialurénico, fibrina ou
quitosana a fim de alcangar o beneficio terapéutico. Para possuir maior eficacia, esses materiais
sdo combinados com outras estruturas para fornecer agentes terapéuticos que visam suprir os
déficits das feridas. Essas estruturas podem ser micro ou nanoparticuladas ou ainda apresentar-
se como malhas nanofibrosas, hidrogéis ou bandagens. Com isso, o uso de biomateriais tem se
tornado uma estratégia promissora para o tratamento de feridas diabéticas [90].

A biomembrana de latex natural (BLN) ¢ um material biocompativel produzido com o
latex da seringueira Hevea brasiliensis que tem sido estudado por nosso grupo para o
tratamento de ulceras diabéticas. O latex natural ¢ um sistema polidisperso que possui de 30-
40% de moléculas de borracha (cis-1,4-polisopreno), 4-5% de proteinas, lipidios, carboidratos
e acucar e 50% de agua [58]. Foi relatado que o soro de latex possui propriedades
angiogénicas [58,116] as quais favorecem o aumento da permeabilidade vascular e acelera a
cicatrizacdo de feridas [116].

A biomembrana de latex de Hevea brasiliensis foi produzida na Universidade de Sao
Paulo em 1994 e dai em diante, iniciou-se uma série de estudos para investigar os efeitos deste
biomaterial no processo de regeneracao tecidual. Este biomaterial € confeccionado atraves da
centrifugacdo do latex natural, a fim de remover as proteinas alérgicas, e, posteriormente, passa
por um processo de vulcanizagdo a baixas temperaturas, formando o biomaterial na forma de
biomembrana [130].

A BLN vem sendo utilizada para a cicatrizacdo de diversos tipos de feridas. Ensaios
utilizando BLN demonstraram que este material apresentou biocompatibilidade [18,44,130] e

induziu a promogao do processo adequado de cicatrizagdo em coelhos [130]. Foi realizado um
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estudo de relato de caso em que se demonstrou o efeito de BLN na cicatrizacao relacionado a
indugdo da angiogénese, formacao de tecido de granulacdo e de coldgeno em ulcera cutanea de
origem flebopatica cronica. Sem causar feitos adversos, a terapia favoreceu boa aceitagao do
participante de pesquisa no tratamento com a BLN [61].

Em ulceras venosas, a BLN promoveu a organizacao do tecido cicatricial através da
inducdo de fatores de crescimento como VEGF e TGF-B1 (fator de crescimento transformante
beta 1, do inglés transforming growth factor beta I) e redugdo da expressao da enzima iNOS
(6xido nitrico-sintase induzida, do inglés induced nitric oxide synthase), favorecendo a
cicatrizagdo [59].

Diante das propriedades cicatrizantes deste biomaterial, ele tem sido bem utilizado para
tratar feridas diabéticas. Modificagoes teciduais e mecanismos de agao da fracao do latex foram
analisados em ulceras cutaneas de ratos diabéticos e in vitro. Foi demonstrado que o biomaterial
ndo foi toxico aos fibroblastos e queratinocitos humanos. Ao contrario, a BLN influenciou na
formacgao do tecido de granula¢do e potencializou a reepitelizagdo através do aumento da
expressdo de VEGF e da enzima eNOS (6xido nitrico-sintase endotelial, do inglés endothelial
nitric oxide synthase), ressaltando o uso do latex como agente cicatrizante [15]. Ainda, foi
relatado que tlceras diabéticas, que nao foram responsivas a tratamentos convencionais, foram
tratadas com BLN e esse biomaterial promoveu formacdo de tecido de granulagdo,
desbridamento, reducdo da dor, reepitelizacdo, destrui¢do da crosta e cicatrizagdo completa da
ferida [60].

Além de favorecer o processo de cicatriza¢ao, a BLN permite incorporar componentes em
sua estrutura como antibidtico moxifloxacina [64], extrato da folha de Salicaceae (Casearia
sylvestris Sw.), extratos arboreos cujos componentes possuem atividades anti-inflamatorias e
cicatrizantes [31] e extrato aquoso de propolis [96] além de fitoterdpicos usados na cicatrizagao
de feridas.

Diante das propriedades favoraveis a cicatrizagcdo, a BLN torna-se um curativo promissor
para o tratamento de feridas de diversos tipos, especialmente as ulceras diabéticas, além de
possuir relativo baixo custo de producdo em relagdo a produtos importados com a mesma
finalidade. Além disso, o uso de BLN ¢ vantajoso visto que este biomaterial esta em processo

de fabricacao no Brasil pela Pelenova Biotechnology S/A (Terenos/MS) [156].
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2.1.9 Associacao da LEDterapia com a biomembrana de latex — Dispositivo
Rapha®

O sistema terapéutico composto pelo uso combinado da LEDterapia com a BLN ¢
chamado Rapha®. Este sistema foi desenvolvido na Universidade de Brasilia — consulta de
patente (BR 102016019963-8 A2) — para aplicacdo direta em processos inflamatérios humanos
internos e externos [157].

Levando em consideracao a dificuldade de cicatrizagao das ulceras diabéticas e seu estado
inflamatério constante, uma terapia ideal para essas feridas deve suprimir a inflamagdo
excessiva enquanto melhora a cicatrizagdo. Devido a gravidade das tulceras diabéticas, esse
dispositivo tem sido largamente utilizado no processo de cicatrizagdo desse tipo de
ferida [108,138,151,155,158] por promover neoformacdao vascular e por estimular a
proliferagdo, granulacao e reepitelizacdo tecidual.

Reis [151] e Nunes [138] avaliaram a utilizagdo de uma palmilha cicatrizante, derivada
do latex de Hevea brasiliensis, conjunta e simultaneamente com a irradiagdo por LED no
tratamento de UPD. A palmilha era personalizada e individualizada para cada paciente,
enquanto o LED no comprimento de onda vermelho era aplicado sobre uma BLN durante 35
minutos. A BLN era colocada sobre a regido ulcerada e trocada diariamente. Em ambos os
trabalhos, o tratamento com a fototerapia e o biomaterial latex promoveu melhor processo
cicatricial com reducdo das tlceras em comparacdo ao tratamento convencional utilizado no
SUS [138]. A terapia em que se empregou BLN e irradia¢do por LED promoveu a neoformacao
vascular, estimulo da proliferacdo e granulagdo tecidual e reepitelizagdo [151]. Este sistema
terapéutico foi considerado uma opcao eficaz no tratamento de feridas diabéticas devido a
praticidade de sua aplicacdo, baixo custo e alta potencialidade na indugdo da cicatrizagao.

A utilizagdo do sistema terapéutico Rapha® promoveu formacao de tecido de granulagdo;
reducgdo de tecidos nao viaveis e contragdao e fechamento das bordas da ferida, promovendo o
processo de cicatrizagdo de tulceras diabéticas, quando comparado ao grupo controle que
utilizou o tratamento padrao do SUS. Foi demonstrado que a biomembrana em contato com a
ferida absorveu o exsudato e promoveu a umidade necessaria a cicatrizacdo. Ainda, promoveu
melhora na qualidade de vida dos pacientes, visto que o tratamento podia ser realizado em casa,
evitando transporte inconveniente e idas constantes ao hospital [158].

Um outro ensaio clinico examinou a correlacdo entre a formagdo de ERO ¢ a agao

cicatrizante de ulceras diabéticas nos membros inferiores utilizando o sistema composto por
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LED e BLN comparado ao tratamento utilizado no SUS. Houve redu¢do na formac¢do de ERO
no sangue da ferida e no sangue venoso ao final de todos os tratamentos. Logo, concluiu-se
que o processo de cicatrizacao esta relacionado a redugdo do processo inflamatério, ocasionado
com a reducdo de ERO. O sistema terapéutico com LED e latex apresentou melhor
desbridamento e aceleragdo do processo de cicatrizacdo com a redugdo da inflamagdo e
formacao de tecido de granulagdo, sem provocar efeitos adversos [108].

Uma analise detalhada demonstrou que o sistema Rapha® ¢ uma alternativa terapéutica
de baixo custo e eficaz na cicatrizacdo de ulceras diabéticas para ser implementada no SUS. A
terapia pode prover, além da reducdo de gastos na saude causados por esta mazela,
esvaziamento dos centros de atendimento e melhora da autoestima, aumento na qualidade de
vida, favorecimento do processo de socializagdo, reintegracdo ao mercado de trabalho e

aumento da produtividade dos participantes de pesquisa/pacientes [155].

2.2 FITOTERAPIA UTILIZANDO CURCUMINA PARA CICATRIZAGAO DE FERIDAS

A fitoterapia refere-se ao campo da medicina que utiliza plantas para tratar ou prevenir
doengas [55]. O uso de plantas para o tratamento de doencas ¢ uma pratica que atravessa
milénios, estando historicamente presente na sabedoria do senso comum [142].

Sao comuns e frequentes os trabalhos abordando o uso de fitoterdpicos para o tratamento
de diversas comorbidades, inclusive para a cicatrizagdo de feridas. Produtos de plantas
comestiveis sdo estudados para este fim, acreditando-se ser seguros sem produzir efeitos
adversos aos tecidos saudaveis [131]. Além de plantas comestiveis, plantas ornamentais e
silvestres possuem componentes ativos que podem ser usados para induzir o processo de
cicatrizacdo de feridas e regeneragdo tecidual. Podem apresentar propriedades anti-
inflamatorias, pro-proliferativas e favoraveis a formagdo de tecido de granulacdo e
angiogénese, acelerando o processo de regeneracdo tecidual e fechamento da ferida [114].
Dentre os diversos fitoterapicos estudados para promover a cicatrizagdo de feridas destaca-se
a curcumina [5].

A curcumina (diferuloilmetano) (Figura 2.3) é o principal curcuminoide presente no
acafrdo (Curcuma longa), sendo uma planta bastante utilizada na India e na China como
especiaria e planta medicinal para tratamento de diversas doencas como reumatismo, ulceras

diabéticas, anorexia, tosse e sinusite [34]. Esse curcuminoide possui atividade anti-inflamatoria
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regulando diversas vias de sinalizacao celular, apresentando grande potencial terapéutico sobre
doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, pulmonares, neopldsicas, autoimunes e
metabolicas, incluindo a diabetes. Na DM, esse fitoterapico demonstrou atenuar a

hiperglicemia e sintomas relacionados a doenca [1].

Figura 2.3. Agafrao (Curcuma longa) (A) [207] e estrutura quimica da curcumina (B) [5].

A curcumina mostrou efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes, anticoagulantes e anti-
infecciosos. Adicionalmente, apresentou propriedades para cura de feridas agindo na redugao
da resposta de oxidacdo e inflamacgdo, formagdo de tecido de granulagcdo, deposicdo de
colageno, remodelacao tecidual e contracao da ferida, o que mostra seu grande potencial para
a cicatrizacao de UPDs [5,66].

Esse fitoterdpico possui, ainda, diferentes mecanismos antibacterianos [169],
demonstrando reduzir significativamente o nimero de colonias de bactérias em feridas de ratos
diabéticos que foram tratados com curcumina ou com curcumina e fototerapia, comparado aos
grupos controle e placebo [174].

Na cicatrizagdo de feridas, a curcumina reduz a oxidagdo e inflamacdo, promove a
migracao de fibroblastos, a formacao do tecido de granulacdo e a deposi¢do de colageno. Ainda,
controla a apoptose das células na ferida favorecendo-se a reepitelizacao, remodelagao tecidual
e contragdo da ferida [1].

Em ratos diabéticos, a administracao da curcumina, tanto por via topica ou oral, melhorou
o reparo de feridas promovendo reepitelizagdo, neovascularizagdo aprimorada, migragio
aumentada de varias células, incluindo miofibroblastos dérmicos, fibroblastos e macréfagos

para o leito da ferida e maior contetido de colageno. Ainda, esse curcuminoide induziu aumento
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no fator de crescimento transformador f1 em feridas tratadas com curcumina em comparagao
com o grupo controle [171]. Diversos estudos foram realizados visando avaliar os efeitos da
curcumina em feridas diabéticas, demonstrando que o fitocomposto, associado a
nanofibras [118] ou na forma de gel [88,89], induziu atividade antioxidante e anti-inflamatéria
em ratos diabéticos, acelerando a cicatrizacdo das feridas diabéticas.

Embora a curcumina demonstre promover o processo de cicatrizacdo, inclusive em feridas
diabéticas, ela apresenta algumas caracteristicas desfavoraveis a sua utilizacdo como agente
fitoterapico, como baixa solubilidade em agua, instabilidade quimica, metabolismo rapido no
organismo e baixa biodisponibilidade [2,98]. Nesse contexto, uma alternativa ¢ a utilizagdo de
nanotecnologia, o que possibilita encapsular diversos compostos quimicos, inclusive a
curcumina, visando aumentar sua solubilidade em agua e, consequentemente, sua absor¢ao e
biodisponibilidade, além de aumentar sua estabilidade protegendo-a de degradacdo e

volatilizagdo [54].

2.3 NANOTECNOLOGIA: UTILIZAGAO DE LIPOSSOMAS NA CICATRIZAGAO DE

FERIDAS

A nanotecnologia envolve a aplicagdo de materiais em escala nanométrica, ou seja,
nanomateriais. E uma tecnologia em constante expansio e com um amplo campo de aplicagdes,
sendo pesquisada nas ciéncias animal, agricola, nutricional, medicinal e farmacéutica e
ambiental [133] e tem sido uma ferramenta utilizada para aprimorar a atividade de compostos
bioativos [112].

Os nanomateriais (NMs) possuem diferentes formas, composi¢des quimicas, tamanhos e
propriedades, o que os tornam materiais versateis. Estas estruturas podem ser classificadas em
NMs inorganicos, NMs de ouro e prata, organicos, nanoplataformas de carbono e dendrimeros.
Dentre os nanomateriais organicos tém-se os lipossomas [3], estruturas aplicaveis na
cicatrizacdo de feridas e regeneracao tecidual [191].

Os lipossomas sdo nanoparticulas organicas em formato esférico compostas por
membranas de bicamada fosfolipidica em meio aquoso, podendo ser unilamelares ou
multilamelares. A estrutura dos lipossomas (Figura 2.4) permite encapsular compostos tanto
hidrofilicos quanto hidrofébicos. Compostos hidrofilicos ficam carregados no meio aquoso do

lipossoma, enquanto compostos hidrofobicos sdo incorporados na membrana lipidica [3].
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Ainda, lipossomas sdo carreadores biocompativeis e facilmente adaptaveis [145] e ainda
apresentam potencial para utilizacdo em sistemas de liberacdo sustentada. Outra vantagem
interessante € que o uso de lipossomas pode favorecer a redugado de efeitos adversos de agentes
terapéuticos e, ainda, melhorar a estabilidade fisico-quimica destes [36]. Embora lipossomas
apresentem uma rapida degradagcdo em meio biologico, esse problema pode ser resolvido com
a incorporagdo de algumas substancias a eles, como polioxietileno. O polioxietileno, por
exemplo, impede a captagdo dos lipossomas por células do sistema imune e isso torna mais

vidvel sua utilizagdo em meios bioldgicos [3].
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Figura 2.4. Lipossomas sdo constituidos por fosfolipideos. Os fosfolipideos se organizam de acordo
com sua polaridade formando uma bicamada lipidica. Lipossomas apresentam um nucleo hidrofilico
e um espaco intermembrana hidrofobico. Lipossomas unilamelares possuem apenas uma bicamada
fosfolipidica, enquanto lipossomas multilamelares possuem diversas camadas. Fonte: Adaptado de
[16]

Lipossomas tém sido utilizados em diversas areas em diferentes formas e para diversas
aplicag¢des na satide. Um trabalho de revisao abordou o uso de lipossomas dispersos em gel.
Foram relatados uso desse sistema nanoparticulado carregado com medicamentos para o
tratamento de cancer, permitindo a liberagdo sustentada do medicamento. Na aplicagdo topica,
os lipossomas foram utilizados para tratar doengas na pele para atuar como analgésico e para
prevenir ou tratar infecgdes, sendo uma opg¢do vantajosa pois esses nanomateriais sao
permedveis a pele [145].

Na engenharia tecidual, os lipossomas foram combinados com diferentes tipos de
estruturas, como scaffolds (arcaboucgos), hidrogéis e fibras de eletrofiagdo, visando promover

a entrega de farmacos ou aprimorar essas estruturas. Essas composi¢cdes tornaram-se
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compostos multifuncionais e “sistemas inteligentes” no tratamento de feridas e regeneragdo de
diferentes tipos de tecidos, visto que podem fornecer suporte mecénico a area da lesdo e um
microambiente adequado para a adesdo e proliferacao de células [36].

Em um estudo que relatou a utilizacdo de nanogel contendo lipossomas com curcumina
foi demonstrado que houve aumento da penetragdo e deposicdo da curcumina na pele,
protegendo-a contra a degrada¢do e aumentando sua biodisponibilidade. Ainda, acelerou o
processo de cicatrizagdo e reduziu a formacgao de cicatriz em um modelo de queimadura em
ratos [49].

Uma busca sistematica por trabalhos relacionando o uso de lipossomas na promogao da
cicatrizacdo de ulceras diabéticas demonstrou que pesquisas nesse tema tém crescido
substancialmente, mas que ainda existem poucos estudos na area, especialmente ensaios
clinicos [165].

Em coelhos diabéticos, os lipossomas foram utilizados para encapsular adenosina
trifosfato (ATP — do inglés, adenosine triphosphate) e, assim, permitir o fornecimento
intracelular de energia. Dessa forma, demonstrou acelerar o processo de cicatrizagdo de feridas
diabéticas isquémicas e ndo isquémicas, sugerindo estar relacionado ao melhor suprimento de
ATP intracelular [189].

A encapsulagdo de deferoxamina em lipossomas promoveu cicatrizagdo mais rapida da
ferida em ratos diabéticos em comparacdo com a formulagdo simples de deferoxamina, um
composto que acelera a cicatrizagdo de feridas através da neovascularizagdo e redugdo da
inflamagao [146].

Lipossomas foram utilizados para encapsular diferentes compostos para emprego
terapéutico em feridas de camundongos diabéticos. O uso de lipossomas associado com
hemoglobina demonstrou acelerar a cicatrizacdo das feridas diabéticas quando comparado com
camundongos sauddveis promovendo melhor perfusao tecidual, inflamag¢ao atenuada e melhor
metabolismo in situ [63].

Lipossomas também foram utilizados para associar bacteriéfagos e tratar feridas
diabéticas infectadas por bactérias colonizadas. Foi sugerido que os lipossomas podem
aumentar a eficacia terapéutica de fagos melhorando sua estabilidade, permitindo a liberacao
oportuna de fagos no local da infec¢ao e, consequentemente, levando a uma cicatrizagdo mais

rapida [37].
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Lipossomas possuem caracteristicas que tornam seu uso estratégico para o tratamento de
feridas como permitir a entrega e formulagdo de farmacos e apresentar biocompatibilidade e
biodegradabilidade [95], capacidade de proteger os compostos encapsulados de enzimas
degradativas localizadas no epitélio e dentro da circulagdo e melhoria de absor¢cdo e meia-
vida [74]. Isso permite a entrega de fitocomposto, via lipossomas, por possibilitar o
carreamento de compostos imisciveis em dgua tais como a curcumina [166].

Levando em consideragdo a cronicidade das ulceras diabéticas e a efetividade e custo-
beneficio do dispositivo Rapha®, neste estudo buscou-se aprimorar e avaliar os efeitos do
tratamento desta terapia acrescentando um fitoterapico com enorme potencial terapéutico para

o tratamento de feridas cronicas — a curcumina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.2.1 Equipamento a base de LED

Esse equipamento (Figura 3.1) contém uma placa com 30 LEDs de alta poténcia com
comprimento de onda entre 635 e 640 nm (luz vermelha) em um rearranjo hexagonal para
melhor homogeneidade e emissao de alta pureza. Ainda, este equipamento possui poténcia de
1800 mW e densidade de energia de 25 J/cm? na forma de pulsos de luz sequenciais, com um

tempo de radiagdo programado de 35 minutos.

Figura 3.1. Equipamento a base de LEDs do sistema terapéutico Rapha®.

3.2.2 Biomembrana de latex natural

As biomembranas (Figura 3.2) utilizadas para a realizagdo dos ensaios foram
confeccionadas utilizando o latex natural bicentrifugado pré-vulcanizado (Du Latex Produtos
Industriais Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e foram produzidas no Laboratorio de Engenharia e
Inovagdo da Universidade de Brasilia (LEI — UnB). Para isso, foram utilizados equipamentos
de prote¢ao individual e seguida a Norma Regulamentadora do Ministério do Trabalho,
Governo Brasileiro — NR 6 — Equipamento de Protecdo Individual, de acordo com a

metodologia descrita por Rosa et al. (2019).
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Figura 3.2. Tipos de biomembranas de latex natural utilizadas neste estudo. A) Biomembranas de
latex utilizadas no grupo GE1 (Biomembrana de latex + LED vermelho) — latex exclusivo e B)
Biomembranas de latex contendo curcumina que foram utilizadas no grupo GE2 (Biomembrana de
latex contendo curcumina + LED vermelho).

Foram preparadas biomembranas de latex na auséncia e presenga de lipossomas contendo
curcumina. Os lipossomas foram preparados pelo método de evaporagdo de solventes e
hidratagdo do filme lipidico de acordo com metodologia descrita por [123]. Lipossomas com
curcumina foram adicionadas antes do processo de vulcanizacdo do latex por Silva e
Rodrigues [172].

Todas as biomembranas foram enviadas para a empresa Sterimed Cedral Servigos de
Esterilizacdo Ltda (Sao Paulo, Brasil) e esterilizadas por vapor de baixa temperatura e
formaldeido (VBTF). VBTF ¢ um dos métodos de esterilizagdo para produtos para saude que

sdo sensiveis ao calor e que indicou eficacia, rapidez e seguranga [162].

3.2 METoDOS

3.2.1 Desenho do estudo

O estudo, apresentado neste trabalho, trata de um ensaio clinico controlado, cujo protocolo
foi previamente aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Saude (Universidade de Brasilia) e Conselho Nacional de Etica em Pesquisa
(Conep) sob o Certificado de Apresentagio para Apreciacdo Etica (CAEE) de numero
94910718.5.0000.0030 (Anexo 1). O protocolo de intervengdo proposto foi aplicado nas
dependéncias do Ambulatério do Pé Diabético do Hospital Regional da Asa Norte (HRAN-
DF) e nas residéncias dos participantes de pesquisa. Todos os participantes assinaram o termo

de consentimento livre e esclarecido antes da participacao na pesquisa.
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A populagdo foi composta por individuos portadores de ulceras diabéticas de membros
inferiores com indicacdo de tratamento ambulatorial. Neste estudo, 15 participantes de pesquisa
foram alocados em trés grupos experimentais (descritos abaixo) sendo que cada grupo continha
cinco participantes (n=5 por grupo).

(i) Grupo Controle (GC): composto por participantes que utilizaram o protocolo
adotado no SUS (de acordo com o Quadro 2.2, pagina 13) para o tratamento de
ulceras diabéticas.

(if) Grupo Experimental 1 (GEIl): participantes que utilizaram o protocolo
experimental empregando biomembrana de latex natural em associagdo com
irradiagdo por LED no comprimento de onda vermelho (entre 635 e 640 nm)
(Rapha®).

(iii) Grupo Experimental 2 (GE2): participantes que utilizaram o protocolo
experimental empregando biomembrana de latex natural contendo lipossomas
com curcumina em associa¢ao com irradiagdo por LED no comprimento de onda
vermelho (entre 635 e 640 nm) (Rapha®).

Os participantes do grupo controle (GC) receberam os curativos e tratamento do protocolo
SUS e este protocolo foi realizado pela equipe de saude especializada do Ambulatério do Pé
Diabético ao menos uma vez na semana. A realizagdo do protocolo do grupo controle era
escolhida de acordo com avaliagdo do enfermeiro do ambulatério para cada participante
(Quadro 2.2, pagina 13). Os curativos mais comumente utilizados foram alginato de célcio,
hidrogel e carvao ativado com prata.

Os participantes dos grupos experimentais (GE1 e GE2) eram pacientes do Ambulatorio
do P¢ Diabético. Sendo assim, todos eles utilizavam o tratamento aplicado no SUS antes de
iniciar os protocolos experimentais. Os participantes dos grupos GE1 e GE2 realizaram
tratamento em domicilio com uso da biomembrana e do equipamento a base de LED
(dispositivo Rapha®). Os protocolos de ambos os grupos experimentais foram realizados de
forma autdnoma ou com auxilio de familiar, nos quais a troca do curativo era feita diariamente.
Adicionalmente, os participantes dos grupos experimentais também receberam visitas
domiciliares de membros do projeto de pesquisa, uma vez por semana. A visita da equipe do
projeto ndo alterou a agenda dos participantes no ambulatdrio os quais estavam alocados. No

grupo GE2 o uso da biomembrana com curcumina era intercalado com a biomembrana sem
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curcumina, ou seja, um dia o participante utilizava a biomembrana com curcumina € no outro
a biomembrana comum.

A equipe clinica era constituida por pesquisadores do grupo, enfermeiros € médicos, bem
como os participantes de pesquisa. Todos envolvidos na equipe obtiveram primeiramente
informagdes sobre o tratamento realizado e atestaram ciéncia por meio da assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Além disso, os participantes de pesquisa
receberam treinamento prévio sobre como proceder ao tratamento. Na Figura 3.3 € apresentado

um diagrama relacionado ao desenho do estudo.

Equipe clinica
Medicos Enfemmeircs Pesquizadores Partu:lpm?tes de
pesquisa
Experimental
Tratamento Biomembrana de latex fnm : df_ LED
sUs + LED vermelho . 1

Ambulatorio Domicilic Domicilio
Curative: pelo menoes Curative: Curative:

lx na semana diariaments diariaments

Figura 3.3. Desenho do estudo clinico. A equipe clinica que realizava o acompanhamento dos
participantes de pesquisa era composta por médicos, enfermeiros e pesquisadores. Os participantes
foram alocados em trés grupos sendo GC, GE1 e GE2. GC ¢ a sigla correspondente ao grupo controle
e refere-se aos participantes que utilizaram o protocolo do SUS para o tratamento das ulceras
diabéticas, sendo o tratamento/curativo realizado no ambulatdrio do pé diabético ao menos uma vez
na semana. GE1 refere-se ao grupo dos participantes que utilizaram a biomembrana de latex e LED
vermelho para o tratamento de suas feridas com troca diaria do curativo em suas casas. Por fim, GE2
trata-se do grupo de feridas tratadas com biomembranas de latex contendo curcumina ¢ LED
vermelho, com troca de curativo diaria na propria residéncia.
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O protocolo experimental (Figura 3.4) consistia na limpeza da ferida com soro fisioldgico
(0,9%), colocagdo da biomembrana de latex como cobertura primdria e exposi¢do ao LED. A
biomembrana de latex era cortada no formato da ferida, estendendo-se sobre toda a area
ulcerada (Figura 3.4 B). Apos a colocagdo da cobertura primdria sobre a ferida, o equipamento
a base de LED era posicionado sobre a biomembrana (Figura 3.4 C) e mantido ligado durante

35 minutos. Entdo, o curativo era finalizado com gaze e atadura (Figura 3.4 D).

Figura 3.4. Aplicacio do protocolo experimental. A) Ulcera diabética apos limpeza com soro
fisiologico 0,9%. B) Biomembrana de latex cortada e colocada sobre a ulcera conforme seu tamanho
C) Aplicacdo do protocolo experimental utilizando biomembrana de latex e LEDterapia. D) Curativo
finalizado utilizando a biomembrana de latex como cobertura priméria e fechado com gaze e atadura.

Diariamente, conforme era feita a troca do curativo, os participantes do grupo
experimental realizavam o registro fotografico da ferida e encaminhavam as fotos diariamente,
via aplicativo Whatsapp, para equipe do projeto a fim de garantir a aplicagdo do protocolo e
sanar eventuais duvidas. Todos os participantes de pesquisa foram avaliados durante um total

de quarenta e cinco dias.

3.2.2 Critérios de inclusao e exclusao

Como critérios de inclusdo para o estudo o participante deveria ter entre 18 e 75 anos de
idade, ser portador de diabetes mellitus tipo I ou II, ulcera diabética em membro inferior com
indicagcdo de tratamento ambulatorial, historico da ferida com, pelo menos, 3 semanas de
duracdo, ndo possuir alergia ao latex, ndo ter comprometimento da autonomia mental e possuir
telefone celular com capacidade para realizar fotografias e ter o aplicativo WhatsApp.

Foram excluidos da pesquisa os pacientes diabéticos que faziam uso irregular de
medicagdo para outras doengas ou mesmo sem acompanhamento médico regular. Também se

excluiu do estudo os pacientes que possuiam evidéncias de osteomielite ou gangrena, usuario
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regular de bebidas alcoolicas e/ou drogas ilicitas, portador de doengas cronicas que
comprometessem a pesquisa, lactantes ou participantes que ja participaram de estudos clinicos

em periodo inferior a um ano.

3.2.3 Coleta e analise de dados

ANAMNESE — ANALISE CLINICA E DEMOGRAFICA

Com auxilio do médico e dos enfermeiros do ambulatério, foi realizada uma anamnese
dos participantes de pesquisa a qual foi registrada em formulario. Foram coletados dados
clinicos (historico de diabetes, hipertensdao, mobilidade, tabagismo, etilismo, peso, indice de
massa corporal, glicemia, hemoglobina glicada) e demograficos (género, estado civil, de
emprego, idade, altura) dos participantes, bem como informagdes a respeito da ferida (tipo e

grau de acordo com a Classificagcdo de Lesdes por Diabetes da Universidade do Texas [127]).

AMOSTRAS

A coleta de amostras (sangue venoso, sangue ¢ tecido da ferida e imagens das feridas) foi
realizada antes (dia 0), durante (dia 22) e no final (dia 45) do tratamento, sempre antes de se
realizar um novo curativo de acordo com o tratamento de cada grupo. As amostras foram
coletadas com a finalidade de se avaliar a resposta inflamatéria local (na ferida) e sistémica
(por meio do sangue venoso) e correlacionar com o progresso da cicatrizacao das feridas
(mediante registro fotografico).

Amostras de sangue venoso foram utilizadas para andlises hematologicas e bioquimicas e
para quantificagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Amostras de tecido e sangue foram
utilizadas para quantificagdo de espécies reativas de oxigénio na lesdo.

Para as analises hematologicas e bioquimicas foram coletados aproximadamente 4 mL de
sangue venoso. A mensuracdo da area da ferida foi realizada através do uso de réguas
descartaveis. Registros fotograficos digitais foram utilizados como técnica complementar para
avaliar a lesdo e, por conseguinte, evolucao do processo de cicatrizagao. Foram utilizados cerca
de 1 mL de sangue venoso para quantificacdo de ERO sistémica. Para analise de ERO na ferida,
foram utilizados cerca de 20 pL de sangue da ferida, coletados com seringas de 1 mL, e de dois

a trés pedacos de tecido, retirados com bisturi, medindo cerca de 2 mm? cada.
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ANALISES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

Amostras de sangue venoso foram coletadas por meio de uma seringa de 10 mL e
transferidas para tubos a vacuo sendo que em um dos tubos continha anticoagulante EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético, do ingl€s ethylenediamine tetraacetic acid) para anélise
hematologica e outro continha ativador de codgulo (silica) para andlise bioquimica. Apds as
coletas, os tubos com fluido sanguineo foram armazenados em caixa térmica contendo gelo
reutilizavel (Gelox) e levados ao Laboratorio Clinico Sabin para realizagdo de hemograma
completo e andlises bioquimicas.

As andlises foram realizadas por meio de parceria com o Nucleo de Apoio a Pesquisa
(NAP) do Instituto Sabin. O hemograma completo foi realizado por meio de citometria de fluxo
fluorescente e impedancia utilizando analisador hematoldgico automatizado XN 10-Sysmex
(Sysmex Brasil). No Quadro 3.1 ¢ mostrada a relacao de testes realizados, valores de referéncia

adotados pelo Sabin Medicina Diagnostica e métodos utilizados para as analises.

Quadro 3.1. Testes, valores de referéncia e métodos utilizados para hemograma e dosagens
bioquimicas em portadores ulcera do pé diabético. Fontes: ® Rosenfeld (2019) [161]; ® Instituto Sabin

(2019).

Teste Valores de referéncia Método

Hemacias 3,9 a 5,8 milhdes/mm? 2 Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia

Hemoglobina 11,52 16,9 g/dL? Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia

Hematocrito 353a52,0%? Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia

Volume corpuscular médio (VCM) 81,0 a 100,6 (fL) 2 Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia

Hemoglobina corpuscular média (HCM) | 26,3 a 32,6 (pg)? Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia

Concentracdo de hemoglobina 30,5 a 34,6 (g/dL) ? Citometria de fluxo fluorescente e

corpuscular média (CHCM) impedancia

Amplitude de distribui¢do dos globulos 11,9a15,5(%)? Citometria de fluxo fluorescente e

vermelhos (RDW, do inglés Red Cell impedancia

Distribution Width)

Leucocitos 3600 a 11000 /mm? Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia
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Segmentados 1480 a 7700 /mm? Citometria de fluxo fluorescente ¢
impedancia

Eosifofilos 0a 550 /mm? Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia

Basofilos 0a220 /mm? Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia

Linfocitos 740 a 5500 /mm? Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia

Monbcitos 37 a 1500 /mm? Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia

Plaquetas 130 2 450 x10 /mm? Citometria de fluxo fluorescente e
impedancia

Volume plaquetério médio (VMP) 6,8a12,6fI° Citometria de fluxo fluorescente ¢
impedancia

Glicose > ouigual a 126 mg/dL" | Hexoquinase

Hemoglobina glicada - HbAlc >6,4%" Imunoensaio de inibi¢do
turbidimétrica

PCR-ultrassensivel < 0,5 mg/dL" Imunoturbidimetria intensificada por
Latex

Ureia 19 a 49 mg/dL° Urease com GLDH

Creatinina 0,53 a 1,20 mg/dL b Amidinohidrolase/Oxidase

Transaminase oxalacética TGO (AST) <34 U/LP IFCC sem piridoxal fosfato

Transaminase piravica TGP (ALT) 10 a 49 U/L IFCC sem piridoxal fosfato

Fosfatase alcalina

46 a 116 U/LP

Cinético Colorimétrico

Bilirrubina total e fragdes

0a 1,20 mg/dL®

Oxidag@o com vanadato

Albumina

3,2a4,38 g/dL?

Verde de Bromocresol

Cortisol

5,27 a 22,45 pg/dLP

Quimioluminescéncia

ANALISE DA AREA DA FERIDA

Para analisar a area da ferida durante a realizacao dos protocolos, foram utilizadas réguas
descartaveis para fazer a mensura¢do. Foram medidos o maior comprimento e a maior largura
da ferida que, multiplicados, resultou na area estimada da superficie da ferida [136] (Figura

3.5).
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Figura 3.5. Método utilizado para medigdo da area da ferida. Foram medidos o maior comprimento
¢ a maior largura da ferida utilizando régua de papel descartavel.

Com as medidas de 4rea da ferida foram calculados os percentuais de

contracdo/cicatrizacdo das ulceras. O percentual de contra¢do da tlcera (PCU) ¢ dado por

PCU(%) = x 100,

(4 — 4)
A

i

Sendo Ai e Ar as medidas de area inicial (dia 0) e 4rea final (dia 45) da ulcera,
respectivamente.

As médias das areas iniciais das feridas para cada grupo sdo apresentadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Estatistica descritiva para a variavel area da ferida em cm? no inicio (D0) dos protocolos de tratamento.

GC - Protocolo SUS

GE1 - Latex + LED

G2 — Latex curcumina + LED

Todos participantes

Média + DP Mediana CV

Média + DP Mediana CV

Média + DP Mediana

Cv

Média + DP Mediana CV

Area (cm?)

17+17,70

9

104%

8+9,86 4 117%

20+9,99 23

49%

15+13,15

9

86%
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ANALISE DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Todas as solugdes quimicas para realizagdo de analises de ERO foram preparadas
imediatamente antes de cada experimento e mantidas resfriadas durante todo o experimento. O
preparo das amostras de sangue venoso ¢ da ferida foi realizado no préprio ambulatorio,
imediatamente apds a coleta, enquanto que o das amostras de tecido da ferida foi realizado no
Laboratério de Bioquimica e Quimica de Proteinas (LBQP — IB/UnB). As solugdes foram feitas
utilizando-se tampao Krebs HEPES (KHB) pH 7,4, dissolvido em &gua bidestilada e
deionizada. Solugdo estoque de 10 mM do spin probe 1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5-
tetrametilpirrolidina (CMH) (NOX-2, Noxygen, Alemanha) foi dissolvida em KHB contendo
25 uM de deferoxamina (DF) (NOX-9, Noxygen, Alemanha), um quelante de ferro e 5 uM de
trihidrato de dietilditiocarbamato de sodio (DETC) (NOX-10, Noxygen, Alemanha), um
quelante de cobre. Foram utilizadas seringas de 1 mL com os bicos cortados (Figura 3.6 A)
para montar a estrutura contendo as amostras (Figuras 3.6 e 3.7) para leitura de ERO em
equipamento de ressonancia paramagnética eletronica (RPE).

Moléculas de spin probe, como CMH, associadas a alta sensibilidade de espectrometros
de RPE, permitem medir concentragdes muito baixas de radicais e outras espécies
paramagnéticas. Com a molécula de spin probe CMH ¢ possivel detectar varios radicais e
espécies reativas de oxigénio, porém a principal molécula detectada ¢ o ion superoxido e ndo
ERO em geral. Contudo, a concentragdo de CM" (3-metoxicarbonil-proxil nitroxido) formada
através da oxidagcdo de CMH ¢ proporcional a concentracdo de ERO no tecido [21].

Para a quantificacdo indireta de ERO, através da concentracdo de CM’, presentes no
sangue venoso € no da ferida, foi preparada uma solugao contendo CMH (400 uM) e heparina
sodica (100 Ul/mL). Foi adicionado sangue venoso ou da ferida a essa solu¢do na proporcao
de 1:1 e 1:6, respectivamente. As amostras foram incubadas por 30 minutos em temperatura
ambiente e, logo em seguida, foram preparadas as seringas para a analise.

Através do lado do bico da seringa, foram colocadas agua e amostra de sangue (venoso
ou da ferida) da seguinte forma: colocou-se 200 puL de dgua e logo congelou-se, em nitrogénio
liquido — Na(I). Apoés foram adicionados 50 pL da amostra de sangue, que também foi
congelada e seguiu-se para adigdo de mais 200 puL de 4gua, congelando-se em seguida todo o

conteudo da seringa (Figura 3.7).
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Os tecidos da ferida foram coletados e colocados em microtubos tipo Eppendorf e
congelados imediatamente em N»(I). Posteriormente, foram lavados com 200 pL de tampao
KHB por duas vezes. Apos a lavagem, adicionou-se a cada tecido, 500 pL de solugao contendo
CMH 200 uM e heparina sédica 50 UI/mL. Incubou-se sob agitagdo a 37 °C por 1 h. Finalizada
a incubagdo, colocou-se 450 uL. do sobrenadante em seringa de 1 mL (Figura 3.6 D) e
congelou-se imediatamente em N> (I). Os tecidos foram secos em speed vac em temperatura
ambiente e pesados em balanca de precisao (AB135-S/FACT, Mettler Toledo, EUA). Todas as
amostras foram armazenadas a -80 °C até que as medidas em RPE fossem realizadas. As
analises de ERO foram realizadas no Laboratdrio de Ressonancia Paramagnética Eletronica no

Nucleo de Fisica Aplicada (IF/UnB).

“«01 01 01
«02 «0.2 «02
«03 «03 «03

«04 04 0
H,O H,O ¢
05 05 “«05

Amostra de | Amostra de | Sobrenadante do

sangue venoso «os sangue da ferida «os tecido da ferida o8
H,O «o07 H,O «07 <07
«08 «08 «08
09 <09 «09
“«10 “«10 «10

Figura 3.6. Seringas para analise de espécies reativas de oxigénio (ERO). A) Registro fotografico da
seringa utilizada para analise de espécies reativas de oxigénio no sangue venoso ¢ da ferida e no tecido
da ferida. Esquema demonstrando a composi¢cdo da seringa para analise de ERO no (B) sangue
venoso, (C) sangue da ferida e (D) no tecido da ferida, utilizando o sobrenadante.
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Figura 3.7. Processo de montagem da seringa com amostras de sangue para analise de espécies
reativas de oxigénio (ERO). Primeiramente, colocou-se 200 pL de dgua destilada e submergiu em
nitrogénio (N,) liquido para congelar a dgua. Em seguida, adicionou-se a amostra de sangue e,
novamente, congelou-se em N»(1). Entdo, foram colocados mais 200 uL de agua destilada na seringa,
que também foi congelada e armazenada em Na(I).

As medidas de RPE foram realizadas em espectrometro EMX plus (Bruker, Alemanha)
utilizando a banda X (9 GHz) e cavidade de alta resolu¢do (ER 4119HS, Bruker, Alemanha).
Para a detec¢do de CM’, as amostras foram transferidas para um dewar com nitrogénio liquido
e o espectro foi gerado a 77 K. Os parametros utilizados foram poténcia 2 mW, campo de
modulagdo de 5 G, frequéncia de modulacao 100 kHz e tempo de varredura de 10 s. Para a
mensuracao da amplitude foi utilizado o espectro da média de trés varreduras com 200 G de
largura de varredura.

A curva de calibragdo foi preparada usando o radical nitroxido 3-carboxi-proxilo (CP")
preparado em KHB e diluido a concentragoes de 0, 5, 10, 50 ¢ 100 uM. Exatamente 450 uL
das amostras de calibragdo foram transferidas para seringas de 1 mL e congeladas

instantaneamente em N (1).

3.2.4 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média. As varidveis
comparadas foram area da ferida, concentragdo de CM" no sangue venoso, sangue da ferida e
tecido da ferida, além de varidveis sociodemograficas, hematoldgicas e bioquimicas.

Estatisticas descritivas (média, mediana, desvio padrdo e coeficiente de variacdo) foram
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determinadas para dados demograficos e clinicos. Devido ao tamanho da amostra ser pequeno,
foram utilizados testes ndo paramétricos [192] para as andlises hematologicas, bioquimicas e
concentragdo de CM’ no sangue venoso e da ferida, e do tecido da ferida dos participantes. O
teste Kruskal-Wallis foi utilizado para analisar possiveis diferengas entre os trés grupos de
estudo. Em seguida, foram realizados os pos-testes. Para analisar amostras dependentes, ou
seja, variagdes dentro de um mesmo grupo de tratamento em momentos distintos de protocolo,
foi utilizado o teste de Wilcoxon. O teste U de Mann-Whitney foi utilizado para analisar
amostras independentes, isto €, na comparagdo entre os diferentes grupos de tratamento. A
hipodtese nula indicava que os grupos eram estatisticamente iguais. Foi considerada diferenga
estatistica quando valor de p < 0,05, rejeitando-se a hipotese nula. As andlises estatisticas foram
realizadas por meio do software IBM SPSS Statistics e os graficos foram feitos utilizando-se o

software GraphPad Prism 8.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE CLINICA E DEMOGRAFICA

A caracterizagdo da populacdo amostral foi realizada através de uma andlise clinica e
demografica dos participantes e de suas feridas. Nas Tabelas 4.1 e 4.2 sdo apresentados os
dados clinicos e demograficos dos participantes, organizados por grupo experimental no

momento inicial dos tratamentos (Dia 0).
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Tabela 4.1. Caracteristicas demograficas e clinicas da populagio estudada com as intervengdes Protocolo utilizado no Sistema Unico de Satide — SUS -
(GC), ou protocolos experimentais em que se utilizou curativo baseado em Latex e LED vermelho (GE1) ou Latex contendo curcumina ¢ LED vermelho

(GE2).
GC - Protocolo GE1 - Latex + GE2 - Latex Todos os
SUS LED curcumina + LED participantes
% % Y% Y%
Sexo Mulher 20% 20% 20% 20%
Homem 80% 80% 80% 80%
Estado civil Solteiro 20% 20% 0% 13%
Casado 60% 60% 80% 67%
Divorciado 20% 20% 0% 13%
Viuvo 0% 0% 20% 7%
Ocupacgao Empregado 40% 40% 60% 47%
Desempregado 40% 40% 0% 27%
Aposentado 20% 20% 40% 27%
Hipertensao Sim 60% 80% 60% 67%
Nao 40% 20% 40% 33%
Tipo de tratamento Insulina 40% 80% 60% 60%
Oral 60% 20% 40% 40%
Obesidade Sim 40% 40% 20% 33%
Nao 60% 60% 80% 67%
Mobilidade Independente 40% 60% 40% 47%
Parcialmente dependente 40% 20% 40% 33%
Dependente 20% 20% 20% 20%
Tabagista Sim 0% 0% 20% 7%
Nao 100% 100% 80% 93%
Etilista Sim 40% 20% 40% 33%
Nao 60% 80% 60% 67%
Participantes 5 5 5 15
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Em suma, a amostra populacional foi composta, em sua maioria, por homens (80%). O
estado civil e de emprego predominantes eram casado (67%) e empregado (47%),
respectivamente. Além da diabetes, a maior parte da populagado era hipertensa, o que equivaleu
a 67%. Uma minoria da populacao amostral era obesa (33%), tabagista (7%) e ingeria alcool
(33%). No quesito mobilidade, 47% da amostra possuia mobilidade independente. Ainda, 60%

dos participantes utilizavam insulina para o tratamento da diabetes.
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Tabela 4.2. Caracterizagio da populacio estudada com as intervengdes Protocolo utilizado no Sistema Unico de Satide — SUS - (GC), ou protocolos
experimentais em que se utilizou curativo baseado em Latex e LED vermelho (GE1) ou Latex contendo curcumina e LED vermelho (GE2).

GC - Protocolo SUS

GE1 - Léatex + LED

GE2 — Latex curcumina +
LED

Todos participantes

Média + DP Mediana CV

Média + DP Mediana CV

Média + DP Mediana CV

Média + DP Mediana CV

Idade (anos)
Peso (kg)
Altura (m)
IMC (kg/m?)

Duragédo da DM
(anos)

Duracéo da
Ulcera (meses)

HbALC (%)

Glicose
(mg/dL)

57+9,92 59 17%
84,94+17,90 75 21%
1,71+0,10 1,72 6%

29+5,60 27 19%
12+9,09 13 77%
22+23,94 6 110%
7,8+1,74 8 22%
226+158,29 186 70%

56+9,92 57 18%
91+18,18 82 20%
1,74+0,12 1,68 7%

30%2,43 30 8%

15+6,53 15 44%
33+49,30 12 149%

6,8+0,15 6,8 2%
137+46,16 153 33%

63+9,92 60 16%
74,24+16,74 75 23%
1,68+0,10 1,66 6%

26+6,52 25 25%
9+7,64 7 89%
79,48 4 128%

8,7+2,72 7 31%

137+34,19 146 25%

59+13,36 59 23%
83,39+17,82 814 21%
1,71+0,10 1,69 6%

285,00 27 18%
12+7,70 13 66%
21+31,64 6 153%
7,942,02 6,9 26%
170+102,35 151 60%

Nota: DP: desvio padrio, CV: coeficiente de variagdo. Teste de Kruskal-Wallis para trés amostras independentes (amostras de diferentes grupos em cada momento do
tratamento). Teste U de Mann-Whitney para duas amostras independentes.
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Conforme mostrado na Tabela 4.2, as caracteristicas clinicas dos trés grupos de
participantes foram semelhantes. A média de idade, peso e IMC dos participantes foram,
respectivamente, 59 anos, 83,4 kg, e 28 kg/cm?. Nao se observou diferencas estatisticamente
significativas em relacao a idade (valor de p = 0,68), peso (valor de p = 0,50), altura (valor de
p =0,79), IMC (valor de p = 0,29), duracdo da diabetes (valor de p = 0,40), duracdo da ulcera
(valor de p = 0,32), HbAlc (valor de p = 0,69) ou glicose (valor de p = 0,59). Os parametros
duracdo da diabetes, duracdao da ulcera e glicose variaram marcadamente de um participante
para o outro, cujas médias foram, respectivamente, 12 anos, 21 meses ¢ 170 mg/dL.

A classificacdo das feridas na amostra populacional ¢ apresentada na Tabela 4.3. Os
protocolos foram testados em feridas dos tipos neuropatica, venosa, traumatica e
neuroisquémica, prevalecendo ulceras neuropaticas (67%). De acordo com a Classificagdo de
Lesdes por Diabetes da Universidade do Texas, a maioria das ulceras que receberam os
tratamentos possuiam grau 1 (67%), ou seja, eram feridas superficiais que ndo envolviam
tenddo, capsula ou osso, embora também tenham sido tratadas tlceras dos graus 2 (20%) e 3

(13%), envolvendo tendao ou cépsula e osso ou articulagdo, respectivamente.
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Tabela 4.3. Classificacdo das feridas da amostra populacional conforme o tipo e grau de acordo com a Classificacdo de Lesdes por Diabetes da Universidade

do Texas.
o _;)[rl(;tocom GEI - Litex + LED cur(;lll::rii_nziteLXED paftoi(ciiopsa(:lstes
Tipo de ferida Neuropatica * 100% 60% 40% 67%
Venosa ° 0% 20% 20% 13%
Traumatica © 0% 0% 20% 7%
Neuroisquémica 9 0% 20% 20% 13%
Grau segundo escala Texas 0 0% 0% 0% 0%
1 60% 80% 60% 67%
2 0% 20% 40% 20%
3 40% 0% 0% 13%

Notas: ? Ulcera causada pela falta de sensibilidade protetora ocasionada pela neuropatia periférica; ® Ulcera causada pela estase venosa; [25] ¢ Ulcera causada por algum
trauma por lesdo penetrante, exposigdo a alta ou repetitiva pressdo; ¢ Ulcera com cardter neuropético e que possui problemas vasculares (isquemia) [9].
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4.2 ANALISES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

Exames de sangue complementares foram utilizados para avaliar o estado de satde dos
participantes imediatamente antes do inicio da terapéutica (Tabela 4.4). Os resultados dos
exames hematologicos dos participantes de pesquisa dos GE, GE1 e GE2 realizados ao longo
do tratamento sdo apresentados nas Tabelas 4.5, 4.6 e 4.7, respectivamente. Os resultados dos
exames no DO servem como linha de base para analise do processo de cicatrizag¢do das feridas.

Os exames foram realizados no inicio (D0), meio (D22) e final (D45) do tratamento.
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Tabela 4.4. Resultados de exames hematolégicos de diabéticos portadores de ulceras nos pés que utilizaram o protocolo SUS, latex e LED vermelho e latex
contendo curcumina e LED vermelho para o tratamento de tlcera diabética no dia 0 dos protocolos.

DIA 0

GC - Protocolo SUS GE1 - Latex + LED GE2 - Latex curcumina + LED

Parametros Média + DP Mediana CV Média =+ DP Mediana CV Média = DP Mediana CV
(}fsififg;‘/smm3) 4,9+0,5 4,82 10% 4,48+0,6 4,41 14% 4,62+0,7 4,78 15%
Hemoglobina (g/dL) 13,68+2,1 14,4 15% 12,7+1,4 12,8 11% 13,28+1,9 13,7 14%
Hematocrito (%) 40,9+5,1 39,8 12% 38,3345,1 39,0 13% 39,82+6,5 40,3 16%
VCM (fl) 83,28+2,8 83,6 3% 85,6+2,4 84,4 3% 86,34+5,3 86,7 6%
HCM (pg) 27,8242,2 28,6 8% 28,43+1,0 29,0 3% 28,88+1,6 29,0 6%
CHCM (g/dL) 33,36+1,9 33,1 6% 33,2+1,0 32,8 3% 33,48+1,1 33,3 3%
RDW (%) 13,38+1,3 12,6 10% 13,7+1,3 14,2 10% 13,64+1,2 13,7 9%
Leucécitos (mm?) 8660,0£1738,7  8.300,0  20% |[9200,0+1479,9 8.500,0 16% | 6840,0+1128,3  6.400,0  16%
Segmentados (mm?) 5381,0£1671,2  5.146,0  31% | 5539,0+£1086,2 5.185,0  20% | 3614,0+1069,8 3.256,0  30%
Eosin6filos (mm?) 410,4+339,0 3250  83% | 477,0+247.8 340,0  52% | 182,0+119,8" 192,0  66%
Basofilos (mm®) 67,2+41,0 78,0 61% | 64,67+57,3 85,0 89% 57,2433,2 64,0 58%
Linfocitos (mm?) 2239,24554,7  2.418,0  25% |2502,67£205,5 2.507,0 8% | 2341,4+638.6  2.1250  27%
Mondcitos (mm?) 562,2+72.4 581,0  13% | 616,67+136,8 5950  22% | 645,4+241,5 5950  37%
Plaquetas (x10/mm?®) | 332,8+174,2 331,0  52% | 289,0+97,9 252,0  34% 299,6+58,6 272,0  20%
Volume plaquetério 11,04+1,2 11,0 11% 11,0£1,5 10,7 13% 10,82+0,7 11,0 7%

médio — VMP (f])

Nota: DP: desvio padrio, CV: coeficiente de variagio. ° valor de p < 0,05 quando comparado ao grupo GE1. Teste de Kruskall-Walis para trés amostras independentes
(amostras de diferentes grupos em cada momento do tratamento). Teste U de Mann-Whitney para duas amostras independentes.
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Os resultados de exames hematoldgicos dos participantes do grupo GC sd@o mostrados na
Tabela 4.5. Os parametros de todos os participantes se mantiveram dentro dos valores de
referéncia ao longo do tratamento. Foi observada diferenga estatistica (valor de p =0,042) para

o parametro VCM (volume corpuscular médio) entre os momentos D0 e D22 (Figura 4.1).

i =3 GC - Protocolo SUS
i =3 GE1 - Latex + LED
i =3 GE2 - Latex Curcumina + LED

Volume corpuscular
médio (fl)
=] =]
o (3]
i b

g B O
|
| |

DO D22 D45

Dia do tratamento

Figura 4.1. Diagrama de caixa indicando os valores de volume corpuscular médio (VCM) em
fentolitro (fl) durante a realizacdo dos tratamentos nos dias 0, 22 e 45 para os participantes que
utilizaram o protocolo SUS, latex e LED e latex contendo curcumina e LED. Letras maitsculas
diferentes significam diferenca estatistica entre os momentos avaliados (DO — dia 0, D22 — dia 22 ou
D45 — dia 45) num determinado grupo. Area do retdngulo refere-se a faixa do valor de referéncia para
0 VCM. Significancia atribuida a valor de p <0,05. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar
os trés grupos em cada momento do tratamento. Foram utilizados os pos-testes de Wilcoxon para
amostras dependentes (amostras de um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo) e teste U
de Mann-Whitney para amostras independentes (amostras de diferentes grupos em cada momento do
tratamento).
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Tabela 4.5. Resultados de exames hematologicos de diabéticos portadores de tlceras nos pés que utilizaram o protocolo SUS para o tratamento de ulcera

diabética.
GC - PROTOCOLO SUS
DO D22 D45
Parametros Média + DP Mediana CV Média £+ DP  Mediana CV Média+ DP  Mediana CV
Hemacias (milhdes/mm?) 4,9+0,5 4,82 10% 4,9+0,6 5,0 12% 5,340,3 5,1 6%
Hemoglobina (g/dL) 13,68+2,1 14,4 15% 13,4+1,9 14,2 14% 14,0+0,7 14,0 5%
Hematocrito (%) 40,945,1 39,8 12% 40,0+5,1 41,6 13% 42,4424 42,0 6%
VCM (fl) 83,28+2,8 83,6 3% 81,1+3,7¢ 80,9 5% 80,8+7,3 78,9 9%
HCM (pg) 27,82+2,2 28,6 8% 27,1+1,7 26,3 6% 26,7+0,9 26,2 3%
CHCM (g/dL) 33,36+1,9 33,1 6% 33,4+1,3 32,7 4% 33,1+2,0 33,3 6%
RDW (%) 13,38+1,3 12,6 10% 13,6+1,4 13,4 10% 13,5+0,4 13,7 3%
Leucécitos (mm?) 8660,0+1738,7  8.300,0 20% | 8280,0+2572,4 7.500,0 31% | 7500,0£854,4  7.400,0 11%
Segmentados (mm?) 5381,0£1671,2  5.146,0 31% | 4937,0£2751,3 3.975,0 56% | 3748,0£1129,5 3.256,0 30%
Eosinofilos (mm?) 410,4+339,0 325,0 83% | 444,6+501,0 288,0  113%| 189,0+130,4 148,0 69%
Basofilos (mm?) 67,2+41,0 78,0 61% 82,8+25,7 75,0 31% 75+8,5 74,0  11%
Linfocitos (mm?) 2239,24554,7 2.418,0 25% | 2234,6+£735,9  2.232,0 33% | 2773,0£546,9 < 2.479,0 20%
Monocitos (mm?) 562,2+72.4 581,0 13% | 581,0+141,1 558,0  24% 715,0+180,0 756,0  25%
Plaquetas (x10*/mm?) 332,8+174,2 331,0 52% | 330,6+179,2 383.,0 54% 336,7+130,3 398,0 39%
Yf}l‘\‘dnl;e(ﬁ;aqueté“o meédio| ) 04212 1,0 11% | 111412 1,9 10% |  10,4+0,5 105 5%

Nota: Momentos do tratamento: D0: dia 0, D22: dia 22 ¢ D45: dia 45. DP: desvio padrao, CV: coeficiente de variagdo. * valor de p < 0,05 quando comparado ao DO.

Teste de Wilcoxon para amostras dependentes (amostras de um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo).
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Na Tabela 4.6 sdo apresentados os resultados do exame hematologico dos participantes
que utilizaram o protocolo experimental com latex e LED (GE1) durante o tratamento. Nenhum
participante apresentou alteragao significativa nos resultados dos exames de sangue ao longo
do tratamento. Contudo, a contagem média de leucocitos e eosindfilos mostrou-se acima do

normal no D22, de 1% e 11%, respectivamente.
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Tabela 4.6. Resultados de exames hematologicos de diabéticos portadores de tlceras nos pés que utilizaram latex e LED vermelho para o tratamento de

ulcera diabética.

GE1 - LATEX + LED

DO D22 D45
Parametros Média + DP Mediana CV Média + DP Mediana CV | Média+ DP Mediana CV
Hemacias (milhdes/mm?) 4,48+0,6 4,41 14% 4,5+0,5 4,3 11% 4,8+0,6 4,5 13%
Hemoglobina (g/dL) 12,7+1,4 12,8 11% 12,9+1,1 12,4 9% 13,9+1,9 13,6 14%
Hematocrito (%) 38,33+5,1 39,0 13% 37,6+3,5 36,9 9% 41,1+4,6 40,5 11%
VCM (1) 85,6+2,4 84,4 3% 84,4+2,2 84,6 3% 86+3,4 87,0 4%
HCM (pg) 28,43+1,0 29,0 3% 28,9+0,7 29,0 2% 29,0+1,6 28,9 5%
CHCM (g/dL) 33,2+1,0 32,8 3% 34,3+0,7 343 2% 33,7+1,2 33,4 3%
RDW (%) 13,7+1,3 14,2 10% 13,4+0,9 13,8 7% 13,1+1,0 12,9 8%
Leucécitos (mm?) 9200,0+£1479,9  8.500,0 16% | 11066,7+3350,1  10400,0 30% | 9840,0+3159,6 10400,0 32%
Segmentados (mm?) 5539,0+£1086,2  5.185,0 20% | 6781,3£2175,1 6.760,0 32%/| 6207,6+2457,4  6.344,0 40%
Eosinofilos (mm?) 477,0+247,8 340,0 52% 616,7+357,1 416,0  58%| 387,2+1714 312,0 44%
Basofilos (mm?) 64,67+£57,3 85,0 89% 83,7+75,6 104,0  90% 80,6+54,8 104,0 68%
Linfocitos (mm?) 2502,67+205,5  2.507,0 8% 2837,3+606,4 2.592,0 21%]| 2411,0+£598,6  2.684,0 25%
Monocitos (mm?) 616,67+136,8 5950  22% 698,7+199,6 728,0  29% | 753,6+218,3 832,0 29%
Plaquetas (x10*/mm?) 289,0+97.,9 252,0  34% 301,7+141,5 224,0  47%| 271,4483.9 295,0 31%
Volume plaquetério 11,0£1,5 107 13% | 11,015 103 14%]| 11,016 102 15%

médio — VMP (f])

Nota: Momentos do tratamento: D0: dia 0, D22: dia 22 ¢ D45: dia 45. DP: desvio padrao, CV: coeficiente de variagdo. Teste de Wilcoxon para amostras dependentes
(amostras de um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo).
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Na Tabela 4.7 estdo representados os resultados dos exames hematoldgicos dos
participantes que utilizaram o protocolo experimental com latex contendo curcumina e LED
(GE2) durante o tratamento. Como no grupo tratado com latex e LED, nenhum participante
apresentou alteracdo significativa nos resultados dos exames hematologicos ao longo do

tratamento.
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Tabela 4.7. Resultados de exames hematologicos de diabéticos portadores de tilceras nos pés que utilizaram latex contendo curcumina e LED vermelho
para o tratamento de ulcera diabética.

GE2 - LATEX CONTENDO CURCUMINA + LED

DO D22 D45

Parametros Média + DP Mediana CV Média £+ DP  Mediana CV Média+ DP Mediana CV
Hemacias (milhdes/mm?) 4,62+0,7 4,78 15% 4,4+0,9 4,5 21% 4,5+0,9 5,0 21%
Hemoglobina (g/dL) 13,28+1,9 13,7 14% 12,6+2,2 13,5 17% 13,3+2,5 14,6 18%
Hematocrito (%) 39,8246,5 40,3 16% 37,6+6,2 41,1 17% 40,3+7,6 43,0 19%
VCM (1) 86,34+5,3 86,7 6% 85,5+7,2 85,5 8% 89,9+3,6 90,6 4%
HCM (pg) 28,88+1,6 29,0 6% 28,7+1,8 28,6 6% 29,8+0,9 29,3 3%
CHCM (g/dL) 33,48+1,1 33,3 3% 33,6+1,2 33,2 4% 33,1+0,9 33,1 3%
RDW (%) 13,64+1,2 13,7 9% 13,8+1,2 13,7 8% 14,2+1,1 14,4 8%
Leucécitos (mm?) 6840,0£1128,3  6.400,0 16% | 7100,0£1407,1  7.600,0 20% | 6800,0+692,8  6.400,0 10%
Segmentados (mm?) 3614+1069,8 3.256,0 30% | 4085,0£1093,6 4.576,0 27% | 3644,0+992,8  3.136,0 27%
Eosinofilos (mm?) 182,0+119,8 192,0 66% | 164,4£110,0 176,0 67% | 212,0+145.,5 128,0 69%
Basofilos (mm?) 57,2433,2 64,0 58% 45,4+42.5 62,0 94% 68,0+6,9 64,0 10%
Linfocitos (mm?) 2341,4+638,6 2.125,0  27% | 2192,0+824,3 1.860,0 38% | 2016,0£178,2  2.048,0 9%
Monocitos (mm?) 645,4+241,5 595,0 37% | 613,2+£316,7 558,0 52% | 860,0+284,1 1.024,0 33%
Plaquetas (x10*/mm?) 299,6+58,6 272,0 20% 248,0+86,5 215,0 35% 264+77,2 224.0 29%
Volume plaquetdrio médio | 1 ¢5. 7 1,0 7% | 112+0,6 12 5% | 11,5205 13 5%

~ VMP (f])

Nota: Momentos do tratamento: D0: dia 0, D22: dia 22 ¢ D45: dia 45. DP: desvio padrao, CV: coeficiente de variagdo. Teste de Wilcoxon para amostras dependentes

(amostras de um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo).
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No inicio do tratamento, houve diferenca significativa (valor de p = 0,025) na quantidade
de eosindfilos entre o grupo GE1 e grupo GE2, embora todos os valores de ambos os grupos
se enquadrassem dentro da referéncia (0 a 550 /mm?). Os demais pardmetros hematologicos
analisados encontraram-se dentro dos valores de referéncia ¢ nao se observou diferencas
significativas entre os grupos.

Os resultados de exames bioquimicos de todos os participantes no dia 0 (D0) de protocolo
sdo apresentados na Tabela 4.8, enquanto que os resultados desses exames dos participantes de
pesquisa do GC, GE1 e GE2 realizados ao longo do tratamento (D0, D22 e D45) sao
apresentados nas Tabelas 4.9, 4.10 e 4.11, respectivamente. Os Unicos parametros em que
houve diferenca significativa foram de TGO (transaminase glutamico oxalacética) e TGP
(transaminase glutdmico piravica) (valor de p = 0,024 e 0,025, respectivamente) entre os

grupos GC e GEI.

55



Tabela 4.8. Resultados de exames bioquimicos de diabéticos portadores de ulceras nos pés que utilizaram o protocolo SUS, latex e LED vermelho e latex

contendo curcumina e LED vermelho para o tratamento de tlcera diabética no dia 0 dos protocolos.

DIA O

GC - Protocolo SUS

GE1 - Latex + LED

GE2 — Latex curcumina +

LED
Parametros Média £ DP Mediana CV |Média £ DP Mediana CV | Média=£ DP Mediana CV
Glicose (mg/dL) 2264+1583 186  70%| 137+56,0 156 41% | 137342 146  25%
Hemoglobina glicada — HbAlc (%) 7.76+1,7 8  22%| 6,77+02 6.8 2% | 8,68+2,7 7 31%
PCR - Ultrassensivel (mg/dL) 1,5140,9 132 57%]| 0,95+12 046  124%| 1,36£2,0 0,64  144%
Ureia (mg/dL) 49,6+10,8 49  22%]| 50,67+15.1 44 30% | 54,6£56,2 33 103%
Creatinina (mg/dL) 0,850,2 083 22%]| 1,18+0,5 1.06  38% | 1,01%0,7 079  68%
(Té*}?)sammase oxalacetica TGO (AST) | 44 ¢4y 41 27%] 19,00+3,5° 17 18% | 51,4+40,7 32 79%
(Té*}?)sammase pirivica TGP (ALT) 38,6+6.8 37 18%| 17,67+4,2° 19 24% | 57,2+45,6 43 80%
Fosfatase alcalina (UL) 111,8452.7 81  47%| 80,33+44,1 59 55% | 104304 99 29%
Bilirrubina total (mg/dL) 0,42+02 032  54%| 0,280, 026  73% | 0.41+0,1 038  34%
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,130,1 012 42%]| 0,09+0,1 0,08 55% | 0,140 014  26%
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,29+0,2 021  62%]| 0,19+0,2 0,18  82% | 0,28+0.1 025  43%
Albumina (g/dL) 4.4+0,6 4 15%| 44402 4.4 5% | 4.06+03 42 7%
Cortisol (ug/dL) 15,65£6,0 11,95 38%| 8.,77+5.0 896  57% | 11,75+3.4 10,95  29%

Nota: DP: desvio padrao, CV: coeficiente de variagdo. ?valor de p < 0,05 quando comparado ao grupo GC. Teste de Kruskal-Wallis para trés amostras independentes
(amostras de diferentes grupos em cada momento do tratamento). Teste U de Mann-Whitney para duas amostras independentes.
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Na Tabela 4.9 sao descritos os resultados dos exames bioquimicos do grupo GC.
Observou-se que nenhum dos parametros apresentou mudanca significativa ao longo do
tratamento. Porém, alguns se apresentaram acima do valor de referéncia, foram eles: proteina
C-reativa no D0, D22 e D45 (67%, 78% e 78%, respectivamente), ureia nos momentos D0
(1%) e D22 (3%), TGO nos momentos DO (17%), D22 (8%) e D45 (30%) e TGP no momento
D45 (22%).
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Tabela 4.9. Resultados de exames bioquimicos de diabéticos portadores de ulceras nos pés que utilizaram o protocolo SUS para o tratamento de tulcera

diabética.
GC - PROTOCOLO SUS
DO D22 D45
Parametros Média = DP Mediana CV | Média+DP Mediana CV | Média+=DP Mediana CV
Glicose (mg/dL) 2264+158,3 186  70% | 2842+162,6 278  57% |274,0£103,0 272 38%
Hemoglobina glicada - HbAlc (%) | 7,76+1,7 8 22% | 9,0£3,6 7.6 40% | 9,1+3,8 73 42%
PCR-Ultrassensivel (mg/dL) 1,51+0,9 132 57% | 23433 1.1 143%| 23426 0,9 116%
Ureia (mg/dL) 49,6+10,8 49 22% | 50,4+16,7 55 33% | 45,7£19,1 53 42%
Creatinina (mg/dL) 0,85+0,2 083  22% | 0,9+02 ] 21% | 0,9+0,3 0,9 36%
(T;X*‘SI‘TST(“GISSQ oxalacética TGO 40,8+11,1 A1 27% | 37.0+264 31 71% | 48,74253 a4 5%
(Téaﬁsammase pirdvica TGP (ALT) | 3¢ 616 g 37 18% | 48,2+46,1 33 96% | 62,7+52,0 46 83%
Fosfatase alcalina (UL) 111,8+52,7 81 47% | 107,0+£54,7 81,5 51% | 110,0+39,1 91 36%
Bilirrubina total (mg/dL) 0,42+0,2 032  54% | 0,4+03 0,3 61% | 0,5+0,1 0,5 23%
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,13+0,1 0,12  42% | 0,10,1 0,1 56% 0,120 0.1 8%
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,29+0,2 021  62% | 03+02 0.2 66% | 0,4+0.1 0.4 29%
Albumina (g/dL) 4,4+0.,6 4 15% | 4,2+0.4 4.1 9% | 4,4+03 42 8%
Cortisol (ug/dL) 15,65+6.,0 11,95  38% | 15,853 13,9 33% | 12,845.1 10,8 40%

Nota: Momentos do tratamento: D0: dia 0, D22: dia 22 ¢ D45: dia 45. DP: desvio padrao, CV: coeficiente de variagdo. Teste de Wilcoxon para amostras dependentes
(amostras de um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo).
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Nao houve diferenca entre os exames bioquimicos do grupo GE1 (Tabela 4.10) ao longo
do protocolo, dos quais a concentragdo de proteina C-reativa se manteve acima do valor de
referéncia no inicio, meio e fim do protocolo (47%, 62% e 59%, respectivamente), de ureia no
inicio (3%), meio (23%) e fim do tratamento (6%), concentracao de creatinina esteve acima do

normal no meio do tratamento (12%), e de TGO ao final (19%).
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Tabela 4.10. Resultados de exames bioquimicos de diabéticos portadores de ulceras nos pés que utilizaram latex e LED vermelho para o tratamento de

ulcera diabética.

GE1 - LATEX + LED

DO D22 D45

Parametros Média £+ DP Mediana CV | Média+DP Mediana CV | Média+ DP Mediana CV

Glicose (mg/dL) 137,0+56,0 156 41% | 150,0+63,6 155 42% | 150,4+58.3 143 39%
Hemoglobina glicada — HbAlc (%) 6,77+0,2 6,8 2% 6,9+0,4 7 6% 7,6+0,8 7,5 10%
PCR-Ultrassensivel (mg/dL) 0,95+1,2 0,46 124% 1,3+1,2 1,2 95% 1,2+1,4 0,7 113%
Ureia (mg/dL) 50,67+15,1 44 30% | 63,7+24,6 72 39% | 52,4+18,3 45 35%
Creatinina (mg/dL) 1,18+0,5 1,06 38% 1,4+0,6 1,5 42% 1,0+0,3 1 31%
(T;X*‘SI‘TST(“GISSQ oxalacetica TGO 19,043,5 17 18% | 18,042,6 17 15% | 41,8£36,7 27 88%
(Téaﬁsammase pirtvica TGP (ALT) 17,67+4,2 19 24% | 19+2,0 19 11%| 4044255 33 63%
Fosfatase alcalina (UL) 80,3+44,1 59 55% 88+48,4 69 55% | 104,4+42.4 88 41%
Bilirrubina total (mg/dL) 0,28+0,2 0,26 73% 0,3+0,2 0,4 50% 0,5+0,2 0,4 45%
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,09+0,1 0,08 55% 0,1+0,1 0,1 47% 0,2+0,1 0,1 64%
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,19+0,2 0,18 82% 0,2+0,1 0,2 54% 0,3+0,1 0,3 38%
Albumina (g/dL) 4,4+0,2 4,4 5% 4,5+0,1 4,5 2% 4,5+0,4 4,4 8%

Cortisol (ug/dL) 8,77+5,0 8,96 57% 9,2+1,7 9,8 19% 11,4+2,5 12 22%

Nota: Momentos do tratamento: D0: dia 0, D22: dia 22 ¢ D45: dia 45. DP: desvio padrao, CV: coeficiente de variagdo. Teste de Wilcoxon para amostras dependentes
(amostras de um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo).
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A Tabela 4.11 representa os resultados dos exames bioquimicos dos participantes que
utilizaram o protocolo experimental com latex contendo curcumina e LED (GE2) durante o
tratamento. Nenhum participante apresentou alteracdo significativa nos resultados dos exames
bioquimicos ao longo do tratamento.

Contudo, no GE2, o valor médio do proteina C-reativa esteve acima do valor de referéncia
nos momentos D0 (63%), D22 (58%) e D45 (80%), de ureia nos dias DO (10%) e D45 (16%),
reduzindo do inicio para o meio do tratamento (D22) e aumentando novamente no final (D45).
Os valores médios de TGO e TGP do grupo estavam acima do normal (34% e 14%,
respectivamente) no inicio do tratamento (D0), mas passaram a ter valores normais no meio

(D22) e no final (D45) do protocolo.
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Tabela 4.11. Resultados de exames bioquimicos de diabéticos portadores de tlceras nos pés que utilizaram latex contendo curcumina e LED vermelho para

o tratamento de ulcera diabética.

GE2 - LATEX CONTENDO CURCUMINA + LED

D22 D45

Parametros Média £+ DP Mediana CV | Média £ DP Mediana CV | Média £+ DP Mediana CV
Glicose (mg/dL) 137,0+£34,2 146 25% | 138,0+43,4 155 31% 121,0+37,4 103 31%
Hemoglobina glicada — HbAlc (%) 8,68+2,7 7 31% 8,1£2,0 7 24% 7,8+€2,6 6,4 33%
PCR-Ultrassensivel (mg/dL) 1,36+2,0 0,64 144% 1,2+1,6 0,2 135% 2,4+2.1 3,5 86%
Ureia (mg/dL) 54,6+£56,2 33 103% | 47,0+45,2 29 96% 58,3+50,5 42 87%
Creatinina (mg/dL) 1,01+0,7 0,79 68% 1,0£0,6 0,8 64% 1,1+0,8 0,8 67%
&ﬁ;‘?&?e oxalacética TGO 51,4+40,7 32 79% | 31,2416,9 25 54% | 29,0113 23 39%
(Téaﬁsammase pirdvica TGP (ALT) 57.2+45.6 43 80% | 34,8+24.4 25 70% | 25,7493 30 36%
Fosfatase alcalina (UL) 104,0+30,4 99 29% | 97,2+12.,5 97 13% 96,0+6,9 92 7%
Bilirrubina total (mg/dL) 0,41+0,1 0,38 34% 0,5+0,2 0,5 38% 0,7£0,6 0,4 87%
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,14+0 0,14 26% 0,2+0,1 0,2 34% 0,2+0,2 0,1 72%
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,28+0,1 0,25 43% 0,4+0,2 0,4 43% 0,5+0,5 0,3 94%
Albumina (g/dL) 4,06+0,3 4,2 7% 4,1+0,4 4,1 10% 4,2+0,2 4,2 5%
Cortisol (ug/dL) 11,7543,4 10,95  29% | 11,5%5,1 11,4 44% | 11,514 10,8 12%

Nota: Momentos do tratamento: D0: dia 0, D22: dia 22 ¢ D45: dia 45. DP: desvio padrao, CV: coeficiente de variagdo. Teste de Wilcoxon para amostras dependentes
(amostras de um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo).
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Alguns dos parametros analisados estavam acima dos valores de referéncia. O valor de
TGO foi 17% e 34% maior que o valor de referéncia (> que 34 U/L) nos grupos GC e GE2,
respectivamente (Figura 4.2). Para os valores de TGP, apenas o grupo GE2 apresentou valor
fora da faixa de referéncia (14%). Outro parametro bioquimico em que se observou valores
acima da referéncia foi a proteina C-reativa, estando com a concentragdo 67%, 47% e 63%
acima do normal nos grupos GC, GE1 e GE2, respectivamente. Valores de ureia também foram
maiores que o valor de referéncia (19 a 49 mg/dL) em todos os grupos experimentais, sendo de

1%, 3% e 10% nos grupos GC, GE1 e GE2, respectivamente.
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Figura 4.2. Diagramas de caixa indicando os valores de (A) transaminase oxalacética (TGO) e (B)
transaminase piriivica (TGP) em unidades por litro (U/L) durante a realizagdo dos tratamentos nos
dias 0, 22 ¢ 45 para os participantes que utilizaram o protocolo SUS, latex ¢ LED e latex contendo
curcumina ¢ LED. Letras minusculas diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos
avaliados num dado momento do tratamento (DO — dia 0, D22 — dia 22 ou D45 — dia 45). Area do
retangulo refere-se a faixa dos valores de referéncia para TGO ou TGP. Significancia atribuida a valor
de p < 0,05. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os trés grupos em cada momento do
tratamento. Foram utilizados os pos-testes de Wilcoxon para amostras dependentes (amostras de um
mesmo grupo em momentos distintos do protocolo) e teste U de Mann-Whitney para amostras
independentes (amostras de diferentes grupos em cada momento do tratamento).

Além de comparar a evolucdo de cada grupo, em relagdo ao processo de cicatrizacdo no
decorrer do tratamento, foram comparados os resultados dos exames hematologicos e
bioquimicos entre os grupos em momentos idénticos dos protocolos. Em relacao aos valores de
hemoglobina corpuscular média - HCM - (Figura 4.3 A) houve diferenga entre os grupos GE2

e GC no momento D45 (valor de p = 0,046), apesar de os valores de HCM estarem dentro dos
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padrdes de referéncia. Por outro lado, ndo foi notada diferenca entre os valores de HCM entre

os grupos nos demais momentos dos protocolos ou nos momentos distintos em cada grupo.

A quantidade de eosinoéfilos foi significativamente menor para participantes do grupo GE2
do que do grupo GEI nos momentos DO e D22 (valor de p = 0,025), conforme mostrado na
Figura 4.3 B.
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Figura 4.3. Diagramas de caixa indicando os valores de (A) hemoglobina corpuscular média (HCM)
em picogramas (pg) e (B) quantidade de eosindfilos por mm? durante a realizagdo dos tratamentos nos
dias 0, 22 ¢ 45 para os participantes que utilizaram o protocolo SUS, latex ¢ LED e latex contendo
curcumina ¢ LED. Letras minusculas diferentes significam diferenca estatistica entre os grupos
avaliados num dado momento do tratamento (DO — dia 0, D22 — dia 22 ou D45 — dia 45). Area do
retangulo refere-se a faixa do valor de referéncia para HCM ou eosinofilos. Significancia atribuida a
valor de p <0,05. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os trés grupos em cada momento
do tratamento. Foram utilizados os pos-testes de Wilcoxon para amostras dependentes (amostras de

um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo) e teste U de Mann-Whitney para amostras
independentes (amostras de diferentes grupos em cada momento do tratamento).

4.3 CICATRIZAGAO DAS FERIDAS

A avaliagao macroscopica do processo de cicatrizagdo das feridas foi realizada através da
mensuracao das suas areas e do percentual de contracao delas. Na Figura 4.4 sdo apresentadas

as medidas de area das feridas em cm? e em porcentagem nos dias 0, 22 e 45 por grupo de

tratamento.
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Figura 4.4. Evolugdo da area da ferida de acordo com o grupo e momento dos protocolos de
tratamento. (A) Diagrama de caixa representando a area das feridas em cm? e (B) porcentagem de
area das feridas (normalizadas com o dia inicial do protocolo) nos dias 0, 22 e 45 para os participantes
que utilizaram o protocolo SUS ou protocolos experimentais utilizando o sistema Rapha®, latex e
LED e latex contendo curcumina e LED. Letras maiusculas diferentes significam diferenga estatistica
entre os grupos avaliados num dado momento do tratamento (DO — dia 0, D22 — dia 22 ou D45 — dia
45), assim como asterisco (*) indica diferenca em relacdo ao GE1. Letras mintsculas diferentes
denotam diferenca estatistica entre os dias em um mesmo grupo (GC — Protocolo SUS, GE1 — Latex
+ LED ou GE2 — Latex contendo curcumina + LED). Significancia atribuida a valor de p < 0,05. O
teste Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os trés grupos em cada momento do tratamento.
Foram utilizados os pds-testes de Wilcoxon para amostras dependentes (amostras de um mesmo grupo
em momentos distintos do protocolo) e teste U de Mann-Whitney para amostras independentes
(amostras de diferentes grupos em cada momento do tratamento).

As feridas dos participantes do grupo GE2 foram estatisticamente maiores (valor de p =
0,047) que as feridas do grupo GE1 no momento DO, enquanto as areas das feridas entre os
grupos GC e GEI ndo apresentaram diferenca.

Ao longo da realizagcdo dos protocolos, nao houve diferenca estatistica nos tamanhos de
feridas em cm? (Figura 4.4 A) entre os grupos quando comparados em momentos iguais. Porém,
ao compararmos os percentuais de drea da ferida, o GE2 possuia uma porcentagem de area
significativamente menor que os GC e GEI (valor de p = 0,027 e 0,009, respectivamente) no
D45 (Figura 4.4 B).

O grupo que utilizou o protocolo SUS (GC) ndo apresentou diferenca estatistica

significativa na area da ferida em cm? e percentual durante o tratamento.
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Os participantes do grupo latex e LED (GE1) apresentaram reducao significativa da area
da ferida quando comparados os momentos DO com D22 e DO com D45 (valor de p = 0,043)
(Figura 4.4 A), possuindo percentual médio de drea de 62% e 59% no D22 e D45,
respectivamente, apresentando significativa reducao do percentual de area da ferida (valor de
p = 0,043) em ambos os dias analisados, quando comparados a média inicial (100%) (Figura
4.4 B).

Foram observados resultados mais promissores no processo de cicatrizagao de ulceras em
participantes do grupo GE2, ou seja, aqueles que receberam tratamento com latex contendo
curcumina e LED. Houve significativa reducdo da area da ulcera durante todo o tratamento.
Observou-se redu¢do da ferida quando se comparou DO com D22 (valor de p = 0,043); DO com
D45 (valor de p = 0,043) e D22 com D45 (valor de p = 0,043) (Figura 4.4 A). O percentual
médio da area de feridas foi de 52%+32% no D22 e de 11%+14% no D45, quando comparados
ao DO (100%) (Figura 4.4 B). Assim, houve uma reducdo da area de ferida de cerca de 48% do
inicio para o meio do tratamento e de quase 90% do inicio para o final do protocolo terapéutico.
Os percentuais de area da ferida nos momentos D22 e D45 foram significativamente menores
(valor de p = 0,043 ¢ 0,042, respectivamente) quando comparados ao D0. A redugao observada
do D22 para o D45 também foi estatisticamente significativa (valor de p = 0,043).

A partir das medidas de area das feridas, foi calculado o percentual de contragdo da tlcera
no periodo de tratamento. O registro fotografico das feridas tratadas com o protocolo SUS, suas
areas nos momentos D0, D22 e D45 ¢ os percentuais de contragdo de cada uma aos 45 dias de
tratamento sdo apresentados na Figura 4.5. Foi utilizado um cédigo de identificagdo dos
participantes em que o codigo P3 representa participante n® 3 e assim por diante.

Observou-se que o percentual de contragcdo da ferida variou bastante entre cada uma das
ulceras. Notou-se que que os participantes P3 e P9 os quais receberam tratamento do SUS
tiveram reduc¢do da area de ferida de 79% e 53%, respectivamente. O participante P11
apresentou reducao da area da tulcera de apenas 11%, enquanto P12 ndo apresentou redugao;
pelo contrario, ocorreu um aumento no tamanho da ulcera. O P4 ndo compareceu ao
ambulatério ao final do tratamento, sendo avaliado apenas nos momentos DO e D22, onde,

nesse periodo, sua ulcera reduziu apenas 1% no tamanho.
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Contracaoda : =
D45 it Tipo de ferida

P3 79% Neuropatica
6.8 cm? 2.0 cm? 1.4 cm?

P4 1% Neuropatica

PG 53% Neuropatica

- 11% Neuropatica

—_ -34% Neuropatica

6Odr = 69aR B

Figura 4.5. Registro fotografico, respectiva area da ferida, percentual de contragdo das tlceras (PCU)
e tipo da ferida, por participante, do grupo GC — Protocolo SUS, nos momentos DO (dia 0), D22 (dia
22) e D45 (dia 45).
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As evolugdes relativas ao processo de cicatrizagao das feridas do grupo GE1 sdo mostradas
na Figura 4.6. Todos os participantes desse grupo apresentaram reducdo da area da ferida. Os
participantes P8, P2 e P1 tiveram as feridas com maiores percentuais de contracdo sendo de
47%, 57% e 61%, respectivamente. Os demais participantes (PS5 e P15) apresentaram uma leve
reducdo da ulcera, com os menores percentuais de cicatrizagdo (15% e 27%). Logo, observou-
se que o tratamento com latex e LED induziu maior contra¢do da tlcera do que o tratamento

oferecido pelo SUS.
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Contraciaoda

D22 D45 ilcera Tippoc fenida
P1 61% Neuropatica
P2 57% Neuropatica
P5 15% Venosa
P8 47% Neuroisquémica
P1S 27% Neuropatica

3.8 cm? 1.8 cm? 2.8 cm?

Figura 4.6. Registro fotografico, respectiva area da ferida, percentual de contragdo das ulceras (PCU)
e tipo da ferida, por participante, do grupo GE1 — Latex + LED, nos momentos DO (dia 0), D22 (dia
22) e D45 (dia 45).
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As evolugdes relativas ao processo de cicatrizagao das feridas do grupo GE2 sdao mostradas

na Figura 4.7.
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Contracaoda

D22 D45 ilcera Hipo actendn
P6 100% Traumatica
P7 87% Neuroisquémica
P10 66% Venosa
28.0 cm? 10.0 cm?
P13 95% Neuropatica
P14 100% Neuropatica

22.8 cm? 9.0 cm? 0.0 ecm?

Figura 4.7. Registro fotografico, respectiva area da ferida, percentual de contragdo das tilceras (PCU)
e tipo da ferida, por participante, do grupo GE2 — Latex contendo curcumina + LED, nos momentos
DO (dia 0), D22 (dia 22) e D45 (dia 45).
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Pode-se perceber que houve uma expressiva melhora na cicatriza¢do das feridas tratadas
com latex contendo curcumina e LED, visto que todas as feridas tiveram redugao da area inicial
de mais de 60%. O PCU médio deste grupo ao longo do tratamento foi de 89,4%=+14%, sendo
estatisticamente diferente dos grupos GC e GEI1 (Tabela 4.12), enquanto que nao foi notada
diferenca significativa entre os grupos GC e GE1. As tlceras dos participantes de pesquisa P6
e P14, do grupo GE2, cicatrizaram totalmente até o final do tratamento. Ainda, os participantes
de pesquisa P4 e P13 tiveram reducdo da ferida em 87% e 95%, respectivamente. Destaca-se
que a ferida tratada com esta terapia que apresentou menor reducao da area apresentou 66% de
contragdo. Dessa forma, notou-se que este grupo experimental apresentou os maiores

percentuais de reducdo de area da ferida quando comparado aos grupos GC e GE1.
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Tabela 4.12. Percentual de cicatrizacdo das ulceras (PCU) que utilizaram o protocolo SUS, latex e LED vermelho e latex contendo curcumina e LED

vermelho.
GC - Protocolo SUS GE1 - Latex + LED GE2 - Latex curcumina + LED
Meédia + DP Mediana CcVv Meédia + DP Mediana cVv Meédia + DP Mediana cv
PCU \ 21,9%+45% 11% 204% \ 41,3%+20% 47% 48% \ 89,4%:+149% 2 95% 16%

Nota: PCU: percentual de cicatrizacdo das tlceras, DP: desvio padrdo, CV: coeficiente de variag@o. Teste Kruskal-Wallis para trés amostras independentes (amostras
de diferentes grupos). Teste U de Mann-Whitney para duas amostras independentes. 2 valor de p < 0,05 comparado ao grupo controle (GC). ° valor de p < 0,05 comparado
ao grupo Léatex + LED (GEL).
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4.4 ANALISE DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

A andlise de ERO foi realizada no inicio (D0), meio (D22) e fim (D45) do tratamento para
avaliar o estresse oxidativo no sangue venoso e nas feridas dos participantes, visto que ¢ uma
das causas comuns para o atraso na cicatrizagdo de feridas cronicas. A quantificacdo de ERO ¢
feita através da medigcdo da concentragdo de CM’, um radical estavel formado através da
oxidacdo de CMH.

A Figura 4.8 representa a concentragao de CM™ encontrada nas amostras de sangue venoso
dos participantes de pesquisa. Quando se comparou cada grupo experimental, ao longo do
tratamento, ndo se observou diferenca estatistica na concentragdo de CM’ no sangue venoso
dos participantes. Também se observou que nos momentos D0, D22 e D45 houve concentragdes
semelhantes de CM" em todos os grupos experimentais.

Nos grupos controle e latex com curcumina e LED, notou-se uma redu¢ao média na
concentragcdo de CM" ao longo do tratamento. No grupo Latex e LED, observou-se uma redugao

na concentragdo de CM" do DO para o D22, tornando a aumentar no fim do tratamento (D45).
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Figura 4.8. Analise quantitativa de ERO (espécies reativas de oxigénio) realizada através da medigdo
da concentracdo de CM’ (3-metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1-oxil) em amostras de
sangue venoso em participantes que utilizaram o protocolo SUS (GC), latex e LED (GEl) e latex
contendo curcumina e LED (GE2) nos dias 0, 22 e 45. Dados representados como média + erro padrao
da média. Significancia atribuida a valor de p < 0,05. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparar os trés grupos em cada momento do tratamento. Foram utilizados os pds-testes de Wilcoxon
para amostras dependentes (amostras de um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo) e
teste U de Mann-Whitney para amostras independentes (amostras de diferentes grupos em cada
momento do tratamento).
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Na Figura 4.9 sdo apresentados os resultados da concentracdo de CM" no sangue da ferida
dos participantes de pesquisa. Quando se comparou o tempo de tratamento, em cada grupo
experimental, observou-se que os valores de concentracdo de CM" foram estatisticamente
semelhantes nos dias 0, 22 e 45.

Em geral, antes do tratamento (D0) o grupo controle (GC) apresentou a maior
concentragdo média de CM’. No meio do tratamento (D22), os grupos GC e latex e LED (GE1)
apresentaram valores proximos para a concentragao de CM’, enquanto o GE2 apresentou menor
concentracdo média em relacdo a estes grupos. Ao final do protocolo de tratamento (D45) foi
observada maior concentragdo média de CM" no GEI.

Além disso, observou-se que nao houve diferenga estatistica entre a concentragdo de CM”
ao longo dos tratamentos analisando-se cada grupo experimental. Em geral, ao observar-se os
grupos, notou-se uma redu¢ao média na concentragdo de CM’ do inicio (DO0) para o meio (D22)
e fim (D45) do tratamento no GC. No GEl1, a concentracdo manteve-se semelhante ao longo
do tratamento. No grupo GE2 observou-se uma pequena reducdo na concentracdo de CM" do
inicio (DO0) para o meio (D22) do protocolo de tratamento, com um leve aumento no D45.
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Figura 4.9. Analise quantitativa de ERO (espécies reativas de oxigénio) realizada através da medicao
da concentracdo de CM’ (3-metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1-oxil) em amostras de
sangue da ferida em participantes que utilizaram o protocolo SUS (GC), latex e LED (GE1) e latex
contendo curcumina e LED (GE2) nos dias 0, 22 e 45. Dados representados como média + erro padrao
da média. Significancia atribuida a valor de p < 0,05. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparar os trés grupos em cada momento do tratamento. Foram utilizados os pos-testes de Wilcoxon
para amostras dependentes (amostras de um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo) e
teste U de Mann-Whitney para amostras independentes (amostras de diferentes grupos em cada
momento do tratamento).

Na Figura 4.10 sdo apresentadas as concentracdes de CM' nos tecidos da ferida dos

participantes de pesquisa. Quando se comparou cada grupo experimental, nos trés momentos
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do tratamento, ndo se observou diferenga significativa na concentragdo de CM" no tecido da
ferida. No GEI, apesar de notar-se uma redu¢do da concentragdo de CM" do DO para o D22 e
aumento no D45, as diferengas nao foram significativas. No GE2, a concentracdo de CM" foi
igual nos momentos DO e D22 com aumento médio no D45.

Em relacdo a concentragdo média de CM™ notou-se no momento DO (antes do tratamento)
que o GE1 apresentou maior concentragdo de CM" quando comparado aos grupos GC e GE1 e
a concentracao de CM" foi semelhante nestes dois grupos. No meio do tratamento (D22), os
resultados foram semelhantes entre os trés grupos analisados. No final do tratamento (D45), as
concentragdes para os grupos GE1 e GE2 foram semelhantes e ligeiramente maiores que no

GC.
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Figura 4.10. Analise quantitativa de ERO (espécies reativas de oxigénio) realizada através da
medic¢do da concentragdo de CM" (3-metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1-oxil) em amostras
de tecido da ferida em participantes que utilizaram o protocolo SUS (GC), latex e LED (GE1) e latex
contendo curcumina e LED (GE2) nos dias 0, 22 e 45. Dados representados como média + erro padrao
da média. Significancia atribuida a valor de p < 0,05. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparar os trés grupos em cada momento do tratamento. Foram utilizados os pds-testes de Wilcoxon
para amostras dependentes (amostras de um mesmo grupo em momentos distintos do protocolo) e
teste U de Mann-Whitney para amostras independentes (amostras de diferentes grupos em cada
momento do tratamento).
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5 DISCUSSAO

A UPD ¢ responsavel por um elevado indice de amputagao dos membros inferiores [202],
visto que a cicatrizagdo da ferida ¢ prejudicada em decorréncia da inflamagdo prolongada [19].
Durante o processo inflamatorio, macrofagos e neutréfilos liberam grande quantidade de ERO
causando estresse oxidativo [137]. Niveis elevados de ERO podem prolongar o processo
inflamatorio, ativar vias proteoliticas e provocar danos no tecido [194]. Neste trabalho,
investigamos o efeito terapéutico do uso combinado de biomembranas de latex
contendo lipossomas com curcumina com LEDterapia (dispositivo terapéutico Rapha® plus) e
sua relagdo com o processo inflamatdrio e estresse oxidativo associados ao processo de
cicatrizagdo tecidual em portadores de ulcera diabética.

De acordo com a andlise demografica (Tabela 4.1, pagina 42) verificou-se maior
ocorréncia de tulceras diabéticas em homens (80%). O mesmo foi observado nos estudos
de [12,163,203]. Em um estudo retrospectivo foi relatado que os homens possuem 2,2 vezes
mais chances de apresentar ulceracao do que as mulheres, sugerindo que esse dado ¢ atribuido
ao envolvimento em atividade fisica pesada[128]. A propor¢do de homens
empregados:desempregados era de 3:1, enquanto a de mulheres era de 2:1. Além disso, boa
parte dos participantes de pesquisa que estava empregada trabalhava como seguranca ou
motorista, exigindo alguma pressao sobre determinadas regioes do pé, podendo existir alguma
relagdo entre o desenvolvimento de ulcera e o trabalho realizado.

A amputagdo ¢ um dos desfechos ocasionados pela UPD, acarretando prejuizos na
mobilidade dos portadores dessa mazela [20]. Contudo, em nossa pesquisa, a maioria dos
participantes possuia mobilidade preservada (independente) (47%), enquanto que a presenca
da ulcera era o motivo de alteracdes na mobilidade dos que possuiam mobilidade parcial ou
totalmente dependente. Apesar de o tabagismo e etilismo prejudicarem o processo de
regeneracado tecidual [68], alguns participantes do GE2 que faziam uso de alcool (P7 e P10) e
tabaco (P7) apresentaram melhora na cicatrizacao de suas feridas.

fndice de massa corporal elevado esta associado a um pior progndstico da cura de tlceras
nos pés em diabéticos [10]. Contudo, apesar de nossos participantes de pesquisa apresentarem

feridas de longa duracdo, a obesidade (IMC > 30) ndo foi prevalente em nossa amostra, visto
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que uma pequena porcentagem dos participantes era obesa (33%), havendo no minimo um e no
maximo dois participantes obesos em cada grupo.

Ainda, a maioria dos participantes desse estudo era hipertensa (67%), estando em
consonancia com o relatado por [203] na qual uma revisdo sistematica demonstrou que ha
maior porcentagem de hipertensos em portadores de UPD (63%) do que em quem ndo
desenvolveu a doencga (53%) [203], podendo a hipertensao estar associada ao desenvolvimento
de UPD.

Além disso, diabetes de longa duracao (> 10 anos) também esta associada a piores
resultados na cura da ulcera [164]. Nossa amostra apresentou duragdo média de DM (Tabela
4.2, pagina 44) de 12 + 7,70 anos, o que demonstra uma forte relagdo entre duragdo da doenga
e cronicidade das feridas. O GE2 apresentou os melhores resultados de cicatrizagao das feridas
(Figura 4.4), sendo também o grupo com menor valor médio de duragao da DM (9 + 7,64 anos).
Contudo, o GE1 tinha a maior média de duragdo da DM (15 £ 6,53) e apresentou resultados
mais promissores do que o GC (duragao média da DM de 12 + 9,09 anos). Assim, neste estudo,
a terapia Rapha® mostrou ser mais efetiva que a terapia utilizada no SUS como padrio ouro.

Destaca-se que o periodo de duragdo das tlceras (21+31,64 meses) de todos os grupos
experimentais desta pesquisa (Tabela 4.2, pagina 44) ressaltou sua cronicidade, visto que antes
dos tratamentos nenhuma ulcera havia progredido no processo de cicatrizagdo e alcancado a
regeneragao total e integridade do tecido [104].

A dosagem de HbAlc e a glicose no sangue sdo utilizadas para diagnosticar a DM, sendo
considerada diabética a pessoa que possuir valor de HbAlc maior ou igual a 6,5% [48] e de
glicose em jejum acima de 126 mg/dL [150]. Os valores médios de HbAlc (7,9 +2,02) e glicose
(170 £ 102,35) (Tabela 4.2, pagina 44) confirmaram a caracteristica de DM em todos os
participantes deste estudo. No estudo de [198], pacientes com valor de HbAlc entre 7,0% e
8,0% apresentaram maiores taxas de cicatrizagdo de feridas do que aqueles que possuiam
HbAlc controlada em menos de 7% ou mais de 8%.

Neste trabalho, o GC possuiu maior valor médio para glicose ao longo do tratamento
(Tabela 4.5, pagina 50) e menor — 22% — percentual médio de contragdo da ferida (Tabela 4.12,
pagina 74). Por outro lado, o GE2 apresentou maior valor médio de HbAlc (8,68% + 2,7) no
inicio do tratamento (Tabela 4.2, pagina 44) e, ainda assim, o tratamento com BLN contendo
curcumina e associado a fototerapia por LED (GE2) promoveu o maior percentual - entre 66 e

100% - de contragdo da ulcera (Figura 4.7, pagina 54). Nesse grupo, o percentual médio de
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contragao das feridas foi de 89%+14% (Tabela 4.12, pagina 73), no qual duas feridas atingiram
total cicatrizagdo e uma ferida atingiu 95% de cicatrizagdo. Os menores percentuais de
contragdo no GE2 foram de 66% e 87%.

Um trabalho de revisdo recente associou valores elevados de HbAlc e glicose ao maior
risco de amputacdo em UPD, porém, ndo foi encontrada uma associagdo com a cicatrizagdo das
feridas nos trabalhos revisados [103]. Os estudos utilizam a amputacdo como desfecho de UPD,
sendo escassas as pesquisas que utilizam as taxas de cicatrizagao como desfecho relacionado a
um bom controle glicémico [149].

Em nossa pesquisa, as analises hematoldgicas e bioquimicas foram realizadas a fim de se
investigar alguma resposta sistémica aos tratamentos para ulcera diabética utilizados. Os
parametros do hemograma dos participantes de todos os grupos estavam dentro dos valores de
referéncia antes da realizagdo dos protocolos de tratamento (DO0) (Tabela 4.4, pagina 48). Os
parametros que apresentaram diferenca significativa sdo discutidos a seguir.

Foi demonstrado que valores maiores de VCM (volume corpuscular médio) atrapalham o
processo de cicatrizagdo de UPD. Em um relato de caso, a redu¢do do VCM melhorou a
microcirculagdo, resultando na melhora da angiogénese e cura de UPD induzida por
hidroxiureia, uma terapia utilizada no tratamento de cancer [183]. Contudo, em nosso estudo,
apesar de o VCM (Figura 4.1, pagina 49) ter reduzido significativamente no GC entre o DO e
D22, ndo se observou maior taxa de cicatrizacdo nas feridas dos participantes de pesquisa do
grupo controle.

Ja foi demonstrado que VCM e HCM (hemoglobina corpuscular média) sao aumentados
com a hiperglicemia [7]. Foi também relatado, em outro estudo, que os niveis de globulos
vermelhos entre diabéticos (tipo 2) com ulceras e sem ulceras ndo sdo diferentes [132].
Contudo, em nosso trabalho, foi encontrado um valor maior para HCM (Figura 4.3 A, pagina
64) no GE2 comparado ao GC, no D45. Porém, o GE2 foi o grupo que apresentou o maior
percentual médio de contragdo das ulceras enquanto no GC foi observado o menor percentual.

Os leucocitos incluem neutroéfilos, eosinofilos, basofilos, linfocitos e mondcitos, células
do sistema imunoldgico que sinalizam a presenga de um patogeno [6]. ApoOs a lesdo cutanea,
durante o processo de cicatrizacao, ocorre uma fase inflamatoria, da qual os leucocitos t€ém um
importante papel. Durante a resposta inflamatoria, os leucdcitos presentes no sangue
(circulacdo) e em tecidos adjacentes migram para o local da lesdo para realizar a limpeza da

ferida, eliminando micro-organismos patogénicos e residuos celulares [92].
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No leucograma dos participantes de pesquisa observou-se que o numero de leucdcitos foi
similar entre os grupos e momentos avaliados (Tabelas 4.5, 4.6 e 4.7, paginas 50, 52 e 54,
respectivamente). Porém, no GE1 a contagem média esteve acima dos valores de referéncia no
periodo da metade do tratamento (D22). Esperava-se que houvesse variacao no nimero € tipos
de leucdcitos, visto que esses migram do sangue circulante para o local da lesdo de acordo com
a evolugdo do processo cicatricial [147]. Assim, era esperado que a contagem de leucdcitos no
sangue reduzisse ao longo do tratamento, conforme reducdo do processo inflamatdrio e
consequente cicatrizacao tecidual, especialmente no grupo GE2, que apresentou os melhores
resultados de cicatrizacdo das feridas.

Eosinofilos sdo um tipo de leucédceito que desempenham diversas fungdes regulatorias e
imunes no individuo atuando sobre o metabolismo da glicose, reparo tecidual, diferenciacao
epitelial [193] e na defesa contra infecgdes, sejam elas virais, fungicas ou bacterianas [87]. A
quantidade de eosinofilos (Figura 4.3B, pagina 64) foi significativamente maior no GE1 do que
no GE2 antes do inicio do tratamento (D0) e no meio do tratamento (D22). Todavia, a contagem
média no GE1 ficou acima (11%) do valor de referéncia no D22.

No processo normal de cicatrizagdo de feridas, eosinofilos infiltram no local da ferida na
fase proliferativa, atuando no reparo tecidual através da liberacao de fatores de crescimento,
que estimulam a proliferagdo e migragdo de fibroblastos para o local da ferida, dando sequéncia
a fase de remodelacdo [175]. Contudo, o perfil dos eosindfilos no sangue durante a cicatrizagao
de feridas ainda permanece inconclusivo, visto que os trabalhos geralmente enfatizam o perfil
dos eosinodfilos no local da ferida, ndo sendo avaliado sistemicamente. Aqui avaliamos a
quantidade de eosinéfilos no sangue venoso (Figura 4.3B, pagina 64) durante a utilizacao das
terapias para regeneracdo tecidual, porém ndo foi possivel observar sua relacdo com a
cicatrizagdo das feridas.

Um possivel eosinofilia (1029 eosinofilos /mm?®) pode estar associada a uma disfuncgao
renal observada em um dos participantes (P8) do GE1 no D22 (Tabela 4.10, pagina 61), visto
que este participante apresentou valores elevados para as concentragdes de ureia (83 mg/dL) e
creatinina (1,48 mg/dL) nesse momento do tratamento. Um estudo realizado por [197] sugeriu
que infiltracao de eosinofilos no sangue esta relacionado a nefropatia diabética. Assim, sugere-
se que a eosinofilia observada nesse participante no D22 esteja relacionada a um possivel

problema renal, visto que a média de ureia e creatinina também se apresentou elevada.
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Os valores elevados de ureia em todos os grupos desse estudo, no inicio dos protocolos
(Tabela 4.8, pagina 56), podem estar associados a disfuncao renal ou hepatica. Essa observagao
baseia-se na avaliacdo dos exames de sangue, visto que ndo foram coletadas informagdes sobre
comorbidades. O GC apresentou (Tabela 4.9, pagina 58), além da ureia, elevado nivel de TGO
nos D0 e D22 (17% e 8% acima, respectivamente), sugerindo funcao hepatica prejudicada nesse
grupo. No GE2 foi observado valores elevados de ureia, TGO e TGP (10%, 34% e 14% acima,
respectivamente) antes do tratamento, o que poderia estar relacionado a dano hepatico em
participantes desse grupo experimental.

Em relagdo a fungdo renal, essa se mostrou prejudicada no GE1 (Tabela 4.10, pagina 60)
no meio do tratamento (D22) visto que se observou valores elevados de ureia e creatinina em
relacdo a referéncia (22% e 12% acima, respectivamente). Era esperado que houvesse
individuos com disfung¢ao hepatica e renal, visto que a hiperglicemia pode levar a complicacdes
como doenca hepatica [170] e doenga renal [S0]. Em um estudo retrospectivo, as enzimas
hepaticas ALT e AST nao foram preditivos de resultados ruins na cura das ulceras [153]. Em
um trabalho de revisdo foi relatado que pacientes diabéticos com problemas renais, ja em
dialise, tinham acima de trés vezes mais chances de ter tlcera no pé e sete vezes mais chances
de sofrer amputagdo [86]. Assim, a menor taxa de cicatrizacdo das feridas no GC pode estar
associada aos danos renais identificados nos participantes deste grupo.

A proteina C-reativa, ou PCR, ¢ um biomarcador da inflamag¢ao que tem sido associado a
doencas de origem inflamatoria como diabetes, obesidade, doengas cardiovasculares e
outras [30]. Isso justifica os elevados niveis de PCR que observamos em todos os grupos
experimentais ao longo dos protocolos de tratamento (Tabelas 4.9, 4.10 e 4.11, paginas 58, 60
e 62, respectivamente). Porém, esperava-se uma reducdo média nos niveis dessa citocina no
grupo GE2, visto que niveis de PCR estio relacionados com reducdo da inflamacdo e cura da
ferida [126]. Contudo, analisando-se individualmente cada participante, apenas P7 e P10 ainda
apresentavam PCR acima do valor de referéncia (87% e 86% acima, respectivamente), sendo
esses dois participantes os que possuiam menor percentual de cicatrizagdo (87% e 66%,
respectivamente) até o momento D45. Ainda, um desses participantes fazia uso de tabaco
enquanto ambos eram etilistas, justificando o elevado nivel dessa citocina nesse grupo nesse

momento do protocolo.
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Como ndo se identificou alteragdes nos parametros de inflamagao supracitados sugere-se
que as terapias utilizadas atuaram sobre os mecanismos de a¢do anti-inflamatéria em momentos
diferentes dos analisados.

Nao foi identificada toxicidade nos participantes, visto que varios parametros de
toxicidade renal ou hepatica (TGO, TGP, ureia, creatinina) e sist€émicos (PCR e hemograma)
ndo foram significativamente diferentes (valor de p > 0,05) no decorrer do tratamento em todos
os grupos avaliados. E provavel que estes resultados estejam relacionados com oscilagdes entre
resultados individuais dos participantes. Nesse estudo foi avaliado um pequeno tamanho
amostral (n=5/grupo). Possivelmente, com um maior nimero amostra a particularidade de
resposta individual poderia ser amenizada.

Durante o processo de cicatrizacdo de feridas, na fase inflamatdria, macrofagos e
neutréfilos liberam grande quantidade de ERO [137], que atuam na  defesa contra
patogenos [135]. Porém, em niveis elevados, as ERO podem causar o estresse oxidativo,
prolongando o processo inflamatério e causando danos aos tecidos [194] através do
desequilibrio entre moléculas oxidativas e defesas antioxidantes, sendo esse estado uma das
causas comuns para o atraso na cicatrizacao de feridas cronicas [43].

Isso acontece especialmente em ulceras diabéticas, visto que a hiperglicemia atua sobre
varios mecanismos moleculares [28,42,195] que irdo refletir na producdo de radicais
superodxidos [28,195]. Em nossa pesquisa, ndo se identificou variagdes na quantidade de ERO
no sangue venoso e da ferida e no tecido da ferida ao longo dos protocolos terapéuticos, mesmo
nos grupos que apresentaram boa evolucao na cicatrizacao das feridas (GE1 e GE2). Esperava-
se uma redugdo significativa nos niveis de ERO na ferida ao longo do tratamento, nos grupos
GE1 e GE2. Nossa hipdtese era de que, conforme a ferida evoluisse nas fases da cicatrizagao,
ocorreria uma redu¢do nos niveis de ERO, considerando-se que o atraso na cicatrizagdo da
ulcera diabética estd condicionado a inflamagao prolongada.

Nossos dados sao contrarios aos achados de [108], visto que estes autores demonstraram
um aumento de ERO na ferida no inicio e duas semanas apds o tratamento com o dispositivo
Rapha® em que se utilizou BLN e LED (semelhante ao grupo GE1). No estudo de [108] foi
observado maior nivel de ERO, no sangue venoso, no meio do tratamento (15 dias) enquanto
houve uma reducdo significativa destas moléculas ao final do tratamento (30 dias). Esta
variagdo do nivel de ERO foi relacionada ao processo inflamatério que antecedeu a cura da

ferida [108].
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Em um processo normal de cicatrizagdo de feridas, a fase inflamatdria pode ocorrer do dia
0 ao dia 4 ap0s a lesdo, seguida da fase inflamatoria que vai do dia 4 ao dia 21 e, por fim, a fase
de remodelagao tecidual, que pode se iniciar no dia 21 e durar até um ano [94].

Em nosso estudo, as coletas foram realizadas nos dias 0, 22 e 45, enquanto que no trabalho
de [108] foi realizada nos dias 0, 15 e 30. Supde-se que, em nossa pesquisa, 0 processo de
producdo de ERO tenha encaminhado para uma fase resolutiva da inflamagao até o D22 e, por
1sso, ndao foram encontradas alteracdes significativas [94]. Dessa forma, a nao variagdo de ERO
nos tempos analisados nao indica que ndo ocorreu alteracdo na concentracao dessas moléculas
ao longo do tratamento.

Um estudo investigou mecanismos celulares e moleculares da cicatrizacdo de feridas
diabéticas induzidas por oxigenoterapia hiperbarica. Foi demonstrado que esse tratamento
promoveu a proliferacdo e migracao de fibroblastos e a geragao de ERO por essas células sem
afetar a cicatrizacdo [77]. Levando em consideracdo que nao houve variacao significativa nos
niveis de CM’, supde-se que a concentragdo de ERO estava dentro dos limites necessarios para
a cura das feridas e que os tratamentos ndo alteraram os niveis de ERO, ndo causando toxicidade
ou dano ao tecido.

A sinalizacdo redox promove um equilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes,
regulando diversos processos durante as fases inflamatdria e proliferativa na cicatrizagdo de
feridas. Sendo assim, ¢ importante que haja um equilibrio entre a gerag@o e eliminacao de ERO
para que a cicatrizagdo da ferida seja eficiente [99].

Na DM, durante a fase inflamatoéria da cicatrizacao de feridas, células inflamatorias ficam
no leito da ferida por um longo periodo, criando um ambiente rico em citocinas pro-
inflamatorias e ERO, promovendo o estresse oxidativo [99]. O estresse oxidativo, ou seja,
quando ha um desequilibrio redox, acontece quando ha maior liberacdo de moléculas
oxidativas, como ERO, do que de defesas antioxidantes.

Os participantes dos grupos GE1 e GE2 tiveram a comodidade de poder realizar o
tratamento em sua residéncia evitando deslocamento até o centro de saude. A adesdo a estas
abordagens terapéuticas foi excelente. A equipe pode acompanhar o processo de evolugdo
diariamente. O acompanhamento dos participantes permitia passar orientacdes sobre a
importancia de praticar o autocuidado, manter a glicemia controlada, nutrir-se adequadamente,
da ingestdo de agua, banho de sol, fazer o uso adequado das medicacdes, entre outras coisas.

Além do acompanhamento do participante, o contato com a familia promoveu maior
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comprometimento dos participantes de pesquisa. Acredita-se que o acompanhamento dos
participantes foi tomado como cuidado e atencdo por parte deles, influenciando no aspecto
psicoldgico, deixando-os mais dispostos a seguir com o tratamento, sendo essa atitude
reforgada com a observagao da cicatrizagdo da ferida ao longo do tratamento. Dessa forma,
acredita-se que o engajamento da equipe e educacdo em saude relacionados a aplicagdo do
protocolo didrio nos grupos experimentais tenha favorecido o empenho dos participantes em
cuidar de suas feridas e causado impacto sobre o autocuidado.

O sistema terapéutico Rapha®, utilizado no GE1, ¢ uma terapia alternativa para o
tratamento de ulceras diabéticas que permite a realizagao do curativo pelo proprio participante
de pesquisa, promovendo melhora na qualidade de vida [160]. E considerado uma opgio eficaz
no tratamento de feridas diabéticas devido a praticidade de sua aplicacdo, baixo custo e alta
potencialidade na indugao da cicatrizagao [152].

Apesar de ndo termos observado variacdo nos marcadores inflamatorios no GEI, este
grupo apresentou boa evolugdo na cicatrizacao das feridas, ndo havendo regressdo na cura das
ulceras. O PCU médio das feridas desse grupo foi de 41%+20%, com ulceras atingindo até 61%
(P1) de cicatrizagdo até o D45. Os maiores PCU foram para feridas do tipo neuropatica,
enquanto que o menor foi para tlcera venosa. Ulceras neuropéticas sdo causadas, geralmente,
por traumas inconscientes sofridos por causa da sensibilidade prejudicada [46].

Nesse tipo de ferida, o tratamento consiste em tratar a causa subjacente da neuropatia,
geralmente descarga da pressdo, e a propria ulceragdo [47]. Enquanto que feridas venosas sdo
lesdes que apresentam insuficiéncia venosa cronica e sdo tratadas com terapia de compressao
e topica [101]. A insuficiéncia venosa prejudica a homeostase do tecido, o trafego de células
imunoldgicas e remo¢do de microrganismos [56]. Essa condicdo juntamente com a
hiperglicemia pode dificultar a cicatrizagdo dessas feridas. Em relagdo as ERO, essas foram
avaliadas em ulceras diabéticas que utilizaram BLN e LED como terapia — semelhante ao GE1
— por Lopez-Delis e uma reducdo dessas moléculas foi relacionada a melhor cicatrizagao das
feridas [109].

Em um cenario com desequilibrio redox, o organismo ndo ¢ capaz de eliminar os radicais
livres formados que acabam atacando outras moléculas e tecidos adjacentes, causando uma
resposta inflamatoria enquanto o aumento de citocinas inflamatorias também eleva o estresse
oxidativo [69,119]. Kunkemoeller e Kyriakides [100] revisaram estudos pré-clinicos e uma

terapéutica baseada em terapias antioxidantes e concluiram que terapias antioxidantes
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representam uma estratégia eficaz para a cura de feridas diabéticas por promoverem equilibrio
redox, incluindo redu¢ao de ERO.

A curcumina ¢ um composto natural que tem demonstrado melhora no processo de
cicatrizagdo de feridas através de sua atividade anti-inflamatoria e antioxidante em ratos
diabéticos [88,89,118]. A curcumina apresenta diversos beneficios terapéuticos como agente
anticancer, antibacteriano, antiulcerativo, antidepressivo e anti-inflamatorio [204]. Contudo,
esse biocomposto apresenta caracteristicas como baixa solubilidade em &agua, instabilidade
quimica, metabolismo rapido no organismo e baixa biodisponibilidade [2,98], sendo um
desafio utiliza-la na pratica clinica.

Com isso, diferentes estratégias tém sido adotadas para superar essas limitagdes do
fitocomposto e otimizar seu uso visando sua melhor solubilizacao, prote¢cao contra a inativagao
por hidrdlise e liberagao sustentada e lenta do farmaco na forma solubilizada. Foram realizadas
diversas estratégias para suprimir as limitagdes da curcumina na aplicacdo topica em
cicatrizac¢do de feridas em modelos animais. Para aplicagdo tdpica na cicatrizagdo de feridas a
curcumina foi incorporada em filmes, fibras, hidrogéis e nanoformulacdes. As
nanoformulagdes para aplicacdo topica da curcumina se destacaram por oferecer melhor
dispersdo, melhor biodisponibilidade e liberacdo sustentada do fitoterapico [124]. Em nosso
estudo, utilizamos lipossomas para encapsular a curcumina e suprimir as limitagdes desse
composto. Os lipossomas contendo curcumina foram ainda incorporados em uma biomembrana
de latex natural e realizada aplicagdo topica para promover a cicatrizagao.

Em uma revisao, foi relatado que a curcumina atua reduzindo a inflamacao inibindo a
producdo de citocinas liberadas durante a fase inflamatdria na cicatrizacdo de feridas, como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-1 (IL-1) e o fator de transcrigdo NF-
kP [84]. Outro estudo demonstrou que a curcumina apresentou efeito protetor contra a peroéxido
de hidrogénio, uma espécie de ERO, inibindo o estresse oxidativo em queratindcitos e
fibroblastos [143]. Alguns trabalhos demonstraram que a aplicagdo topica de curcumina em
feridas aumentou a regeneragdo epitelial, a proliferacdo de fibroblastos e a densidade
vascular [171,180].

Apesar de ser bastante relatado que a curcumina age na cicatrizagdo reduzindo a
inflamacdo, foi demonstrado que a curcumina promoveu a cicatrizacdo de feridas em
camundongos através do aumento da sintese de 6xido nitrico, colageno e estimulo da fase

inflamatoria [82].
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O tratamento utilizando BLN contendo curcumina e LED (dispositivo Rapha® plus, GE2)
foi eficaz, pois promoveu a cicatrizacdo tecidual acima de 66% e em 40% da amostra (n=2/5)
houve cicatrizacdo completa da ferida em até 45 dias e em 20% (n=1/5) houve 95% de
cicatrizagdo. Da mesma forma que no GEIl, as feridas com maior PCU foram do tipo
neuropatica e a ferida com menor percentual foi do tipo venosa. Alguns participantes relataram
que tinham a tlcera ha mais de dois anos e que o tratamento realizado no SUS ndo teve eficacia.
Todavia, com a aplicagio da BLN contendo curcumina e aplicacdo do LED as ulceras
evoluiram para tecido parcial ou totalmente cicatrizado a partir de trinta dias de protocolo
clinico (P6, P13 e P14). Em um dos casos evitou-se a amputacao do dedo (P6). Acredita-se que
0 sucesso na cicatrizagdo das feridas desse grupo foi devido aos beneficios da curcumina para
a regeneracao tecidual.

Em nossa pesquisa foi constatado resultados mais promissores no grupo tratado com
biomembrana de latex — BLN — contendo curcumina e LED (GE2) do que nos grupos que
utilizamos BLN e LED (GE1) e o protocolo do SUS (GC). Contudo, foi demonstrado que os
tratamentos realizados em todos os grupos ndo influenciaram na quantidade de ERO no local
da ferida e/ou sistemicamente (sangue venoso). Além disso, ndo se observou variacao
significativa em marcadores inflamatorios sistémicos, como leucocitos e proteina C-reativa
(PCR). Em nosso estudo, ndo foi notada variag¢do significativa nos niveis redox nos tempos
analisados no grupo que recebeu o tratamento contendo curcumina. Porém, neste grupo (GE2)
foi observado que houve apenas trés participantes (P7, P10 e P13) com amostras de ERO
coletadas no D45, visto que ainda possuiam ferida aberta ao final do tratamento. Destes
participantes, dois (P7 e P10) faziam uso de alcool e/ou tabaco, o que pode ter influenciado nos
niveis de ERO. Estes participantes foram os que apresentaram menor percentual de contragdo
da ulcera ao longo do tratamento, sugerindo que seus habitos podem ter influenciado o processo
de cicatrizacao e inflamagao [68].

Dentre alguns dos biomarcadores sistémicos de inflama¢do encontrados em portadores de
UPD destacam-se a composicdo e quantidade de leucécitos, niveis de PCR e de ERO. Com a
evolucdo da cicatrizagdo das feridas nos grupos GEl1 e GE2, esperava-se que esses
biomarcadores variassem ao longo dos tratamentos, especialmente no GE2, que apresentou os
resultados mais promissores na cicatrizacdo das feridas. Como essas variagcdes ndo foram
observadas nos tempos avaliados nesse trabalho, sugere-se que o processo inflamatdrio estaria

em manutencdo, visto que houve uma reducdo do processo inflamatorio, ja que houve

86



cicatrizacdo das feridas. Assim, sdo necessarias novas investigagdes para avaliar a variagdo da
concentragdo desses biomarcadores em menores intervalos de tempo, considerando-se que as
ulceras cronicas possuem uma ou mais fases da cicatrizacao prejudicadas. Adicionalmente,
sugere-se que as amostras da ferida sejam coletadas, também, logo apds a aplicagao da terapia,
buscando-se identificar alteracdes imediatamente apos a realizagao do protocolo.

Ainda, feridas cronicas podem apresentar defeito em alguma das fases da cicatrizagao.
Apesar de estar consolidado que ulceras diabéticas estdo estagnadas na fase inflamatoria [73]
¢ também relatado que a hiperglicemia pode impedir a cura afetando células cruciais em outras
fases da cicatrizagdo da ferida [90], dificultando a comparagao pelo momento do tratamento.
Essas diferengas podem ainda ser justificadas pela particularidade na resposta ao tratamento de
cada participante, visto que os participantes podem ter varias comorbidades diferentes que
influenciam na cicatrizagdo. Outro fator que pode influenciar na prevencao e cicatrizacao da
ferida ¢ a pratica do autocuidado pelo participante [187]. Além disso, os diferentes ambientes
de pesquisa, equipe de projeto e profissionais da satide podem impactar nos resultados obtidos.
Isso pode ocorrer devido a forma de trabalho, praticas e experiéncias dos diferentes
profissionais, por exemplo, ao desenvolver a educacdo em saude, escolher a cobertura para a
ferida e orientar sobre o autocuidado.

Durante a pesquisa, foi possivel perceber o quanto essa mazela influenciava na qualidade
de vida dos participantes, pois esses alegavam que a ferida os atrapalhava a trabalhar, passear,
dirigir, caminhar, causava dependéncia de outras pessoas (fisica e financeiramente), estresse,
entre outras coisas. Alguns participantes relataram ainda sobre os gastos que tinham para
realizar as idas ao ambulatério para realizar as trocas de curativo. Alguns gastavam
combustivel, outros com passagens, outros ainda tinham gasto de tempo, pois moravam em
outra cidade e tinham que sair muito cedo de casa para chegar a tempo da consulta. Foi possivel
perceber, através do acompanhamento dos participantes que as terapias proporcionadas pelo
Rapha® (convencional e plus) sdo plenamente aplicaveis as pessoas de diferentes idades, niveis
de escolaridade e classes sociais, desde que sejam instruidas adequadamente. A seguir sdo
apresentadas algumas falas dos participantes de pesquisa do grupo GE2 (informagao verbal).

“[...] foi impressionante e deixou todo mundo maravilhado. Foi muito rapida a
cicatrizagdo. No primeiro dia ja senti uma melhoria incrivel. No outro dia eu ja estava
sentindo a cura no meu pé.” (P6)

“Com esse projeto a minha ferida sarou rapido.” (P7)
“A minha ferida melhorou muito e estou muito feliz!” (P10)
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“Em questdo de 45 dias fechou totalmente a abertura. A abertura enorme ficou
reduzida a uma pequena manchinha vermelha.” (P13)

Considerando os resultados do nosso estudo, o tratamento realizado com o GE2 (Rapha®
plus) foi um sucesso, pois obtivemos resultados mais promissores do que com a terapia utilizada
no SUS e que ¢ considerada padrdo ouro, além de termos percebido relatos dos participantes
de pesquisa demonstrando boa aceitagdo e aplicabilidade da terapia. Destaca-se, ainda, que
houve maior reducao da tlcera no GE2 mesmo considerando que este grupo iniciou a pesquisa
com a maior area média de ferida no DO em relagdo aos demais grupos.

Isso foi notavel tendo em vista que houve cicatrizagao total da ferida em dois de cinco
participantes, e de 95% em um participante no GE2. Nos demais grupos, nenhum participante
teve cicatrizagdo completa. Ainda, no grupo tratado com Rapha® plus havia participantes que
faziam uso de alcool e/ou tabaco, sendo os dois que apresentaram menor percentual de
cicatrizacdo, porém, ainda houve redu¢do de mais de 60% de suas ulceras em 45 dias. Isso
demonstra que a terapia com BLN, contendo lipossoma com curcumina, e LED foi mais efetiva
do que quando se usou terapia de LED com apenas BLN. Provavelmente, o sucesso na

cicatriza¢do das feridas no grupo GE2 deve-se a presenca de lipossomas com curcumina na
BLN.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial terap€utico da terapia Rapha® com a
adicdo de lipossomas com curcumina na cicatriza¢do de portadores de UPD. Essa avaliacio
teve por base a andlise dos processos inflamatorios e de estresse oxidativo associados ao
processo de cicatrizacao tecidual.

Neste trabalho n3o se identificou associagdo entre os parametros hematologicos e
bioquimicos com o processo de inflamacdo e cicatrizagdo das feridas nos tempos analisados.
Também nao foi encontrada relagao entre os indicadores inflamatoérios sist€émicos (leucocitos e
subtipos, PCR e ERO) com o processo de cicatrizacao das feridas nos grupos experimentais.

Através das imagens e do célculo de area da ferida, observou-se que o grupo tratado com
BLN e LED (dispositivo Rapha®) promoveu uma cicatrizagao das feridas quase duas vezes
maior do que o tratamento utilizado no SUS. Ainda, o grupo tratado com BLN contendo
curcumina ¢ LED (terapia Rapha® plus) induziu uma maior reducdo na area da ferida do que
os demais grupos, sendo quatro vezes maior que o GC e duas vezes maior que o GE1, atingindo,
em 40% dos casos, total cicatrizagdo das ulceras cronicas.

Também ndo se observou relagdo entre nivel de ERO no tecido e sangue da ferida com o
processo de cicatrizagdo nos momentos avaliados. Dessa forma, concluimos que o dispositivo
Rapha® foi mais eficaz para a cicatrizagdo de ulceras de pé diabético do que a terapia utilizada
no SUS.

Como ndo foram observadas diferengas entre os marcadores inflamatérios nos tempos
avaliados, sugere-se que novos estudos sejam feitos para investigar qual o mecanismo de agado
da terapia combinada (latex contendo lipossomas com curcumina ¢ LED) no processo de
cicatrizagio de tlcera diabética. E importante que o processo de cicatrizagio e seus aspectos
fisiopatologicos sejam avaliados em menores intervalos de tempo, sobretudo no comego dos
tratamentos, € em uma maior populagdo amostral. Ainda, sugere-se que as amostras da ferida
sejam coletadas logo apds a aplicagdo da terapia, buscando-se identificar alteracdes
imediatamente apos a realizacao do protocolo. Essas estratégias permitirao identificar em quais
momentos ocorrem as variagdes nos marcadores inflamatorios e amenizar os vieses
experimentais gerados pelas particularidades dos participantes, como comorbidades e héabitos

de vida.
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