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RESUMO

Ferida do pé diabético é uma das complicações crônicas do Diabetes Mellitus (DM), de difícil

manejo e de grande impacto na qualidade de vida dos pacientes. Os locais de maiores

incidências são os pés e tornozelos, sendo importante causa de amputações de membros

inferiores. Os fatores de risco envolvem um mal controle glicêmico, neuropatia diabética e

alterações vasculares. A prevalência de úlceras é maior em homens do que em mulheres,

sendo também maior em DM tipo II do que no tipo I. O manejo dessas úlceras é complexo,

devido à dificuldade de cicatrização desenvolvida no DM. Há uma busca por novos

tratamentos que proporcionem uma cicatrização efetiva, assim um possível tratamento poderia

ser o uso do Plasma Rico em Plaquetas (PRP), um produto hemoterápico autólogo, com

grande potencial terapêutico na regeneração tissular e analgesia, devido a moléculas bioativas,

fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas liberadas pelos grânulos alfa, presentes nas

plaquetas. Nesse estudo, foram tratados com gel de PRP úlceras de 4 pacientes acompanhados

pelo Ambulatório de Endocrinologia do Hospital das Clínicas da UNICAMP, que não foram

responsivos a nenhum dos tratamentos convencionais utilizados previamente. Em todos os

pacientes houve cicatrização da úlcera, e aquelas em locais que não havia pressão prolongada,

não houve recidiva. Foi relatado analgesia por todos os pacientes, com remissão total da dor

após poucas aplicações. O PRP tem potencial para ser importante instrumento para tratamento

das úlceras do pé diabético, auxiliando na cicatrização e diminuindo o tempo de recuperação,

melhorando assim a qualidade de vida destes pacientes.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Úlcera de Pé Diabético; Plasma Rico em Plaquetas;
Cicatrização; Analgesia.



ABSTRACT

Diabetic foot ulcer is one of the chronic complications of Diabetes Mellitus (DM), which is

difficult to manage and has a great impact on patients' quality of life. The most common sites

are the feet and ankles, being an important cause of lower limb amputations. Risk factors

involve poor glycemic control, diabetic neuropathy and vascular problems. The prevalence of

ulcers is higher in men than in women, in addition to being more prevalent in DM type II than

in type I. The management of these ulcers is complex, due to the healing problems developed

in DM. There is a search for new treatments that provide effective healing, so a possible

treatment could be the use of Plasma Rich in Platelets (PRP), an autologous hemotherapy

product with great therapeutic potential in tissue regeneration and analgesia, due to bioactive

molecules, growth factors, cytokines and chemokines released by alpha granules present in

platelets.In this study, ulcers of 4 patients followed at the Endocrinology Outpatient Clinic of

Hospital das Clínicas-UNICAMP, who were not responsive to any of the conventional

treatments previously used, were treated with PRP gel. In all patients there was healing of the

ulcer, and those in places where there was no prolonged pressure, there was no recurrence.

Analgesia was reported by all patients, with complete remission of pain after a few

applications. PRP has the potential to be an important instrument for the treatment of diabetic

foot ulcers, aiding in healing and reducing recovery time, thus improving the quality of life of

these patients.

Keywords: Diabetes Mellitus; Diabetic Foot Ulcer; Platelet Rich Plasma; Wound Healing;
Analgesia.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem endócrina e metabólica caracterizada por

hiperglicemia crônica. Sua classificação é baseada em sua etiologia, sendo o tipo 1 (DM1)

caracterizado pela produção insuficiente ou ausente de insulina pelas células-β pancreáticas, o

tipo 2 (DM2) quando o organismo desenvolve resistência a ação da insulina e Diabetes

Mellitus gestacional que ocorre quando há resistência insulínica desencadeada principalmente

por hormônios gestacionais.1,2 Os fatores de risco para o desenvolvimento de DM são

multifatoriais, sendo os fatores genéticos mais relacionados com o DM1. Já os fatores

associados com e etnia, histórico familiar, idade, e estilo de vida como obesidade,

sedentarismo, dieta desbalanceada estão mais relacionados ao desenvolvimento de DM2.2,3

De acordo com a Federação Internacional de Diabetes, é estimado que 537

milhões de adultos (20-79 anos) atualmente vivem com DM. Isso representa 10,5% da

população mundial nesse grupo etário. É previsto que esse número aumente para 643 milhões

(11,3%) em 2030 e para 783 milhões (12,2%) em 2045.3 Essa estimativa é alarmante tanto do

ponto de vista da qualidade de vida das pessoas quanto para os gastos públicos para o manejo

do DM e de suas complicações.

A hiperglicemia crônica é o ponto em comum dentre todos os tipos de DM, sendo

que seus efeitos deletérios se estendem para diversas estruturas e impactam muitas funções do

organismo.4 As complicações causadas pelo DM são, em sua grande maioria, crônicas e estão

diretamente relacionadas com o aumento da taxa de morbidade e mortalidade. Dentre essas

complicações, estão as desordens em microcirculação, que podem levar ao desenvolvimento

de nefropatia, retinopatia, neuropatia, problemas na cicatrização e cardiovasculares. O

estresse oxidativo é um fator crítico e determinante nessas complicações. 4,5

As vias metabólicas como a glicolítica, da hexosamina, proteína C Quinase, Poliol

e de produtos finais de glicação (AGEs) são vias pró-oxidativas e geralmente estão hiperativas

em diabéticos, sendo responsáveis pelo aumento do estresse oxidativo, devido a um

desbalanço redox, causada pela supressão de enzimas antioxidantes e de defesas antioxidantes

não enzimáticas. O estresse oxidativo é responsável por danos em membranas e biomoléculas

essenciais, como DNA, proteínas e lipídios (Figura 1).6



18

Figura 1: Oxidação de glicose e estresse oxidativo induzido por hiperglicemia: A produção de
radicais livres é aumentada em condições de hiperglicemia, levando a danos oxidativos ao DNA e a
uma ativação subsequente da poli [ADP-ribose] polimerase 1, uma enzima reparadora de DNA. No
entanto, a atividade da enzima Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é inibida, resultando
no acúmulo de Gliceraldeído-3-fosfato (GAP), que por sua vez leva a ativação de processos
pró-oxidativas incluindo as vias da hexosamina, poliol, proteína quinase e produtos finais de glicação
proteica (Ighodaro,2018).6

Do ponto de vista metabólico, o DM causa muitas disfunções, favorecendo as

complicações associadas. No que diz respeito a cicatrização no DM, os distúrbios

relacionados aos pés ou membros inferiores, como ulceração, infecção ou gangrena são

indicações frequentes de hospitalização.7 A úlcera de pé diabético (DFU) ou somente pé

diabetico, como é popularmente conhecida, é uma complicação frequente entre diabéticos, e

caso não seja realizado um manejo adequado e efetivo, pode levar a amputação de membros

inferiores nos casos mais graves. As úlceras podem ser desencadeadas por mau controle

glicêmico, neuropatia periférica diabética, doença vascular periférica (isquemia), traumas
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físicos e alta pressão plantar.8 O manejo de DFU permanece sendo um desafio terapêutico e

financeiro pelo mundo.9

O tratamento para DFU representa cerca de ⅓ do custo total dos cuidados

diabéticos. Além dos altos custos para os sistemas de saúde, aproximadamente 20% dos

pacientes possuem úlceras que não cicatrizam em um ano. E mesmo nos casos de

cicatrização, a recorrência de úlceras é em torno de 40% de pacientes dentro de um ano.10

Além dos fatores de risco para desenvolvimento de DFU, a disfunção no processo cicatricial

causado pelo DM leva a exacerbação das úlceras, assim um pequeno ferimento pode atingir

grandes proporções e cronicidade.

1.2 Cicatrização fisiológica de úlceras

A pele é uma estrutura complexa, oferece proteção aos órgãos internos contra

agressões externas, promove integridade física, proteção imunológica, além de controle de

temperatura e percepções sensoriais.11 Os fatores externos são prejudiciais para a pele em

níveis microscópicos como na desnaturação e degradação de proteínas, senescência celular,

apoptose e diferenciação anormal, mas também a nível macroscópicos, como observado em

feridas e fibrose.12

A estrutura da pele humana é composta de camadas distintas, cada uma composta

de diversos tipos celulares e matriz extracelular (ECM). A camada mais externa é a epiderme

composta principalmente por queratinócitos, melanócitos, células Merkel e células

Langerhans. A camada mais interna é a derme, e do ponto de vista estrutural é a mais

complexa, sendo composta de fibroblastos, glândulas sudoríparas, vasos linfáticos, tecido

vascular e tecido nervoso. Abaixo dessas camadas há o tecido subcutâneo adjacente, também

chamado de hipoderme. Todas essas estruturas interagem e coordenam mudanças moleculares

para o reparo da pele quando ocorre injúria ou com o envelhecimento.13 Além disso, hospeda

um nicho imunológico especializado e crucial para manter a hemostasia dos tecido.14

Peptídeos antimicrobianos e lipídios são secretados na superfície externa da pele

para controle microbiológico. Os queratinócitos, um dos principais constituintes da epiderme,

expressam receptores do tipo Toll (TLRs) sendo fator essencial para o reconhecimento de

patógenos (PAMPs) e também padrões moleculares associados a danos (DAMPs), produzindo

assim citocinas inflamatórias e quimiocinas como IL-1β, IL-8, CCL20 (recrutamento de
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neutrófilos para o local).15 Os fibroblastos são células estruturais da derme e também

expressam TLRs desempenhando papel importante para o reconhecimento de patógenos. A

sinalização TRL4 resulta na síntese de citocinas inflamatórias como IL-6, IL-8 e CCL2 que

são quimioatraentes para monócitos.16 Células T de memória também compõem as defesas

imunológicas da pele, mantendo uma vigilância imunológica e sendo crucial para iniciar uma

resposta imune robusta. As células de Langerhans são fagócitos mononucleares, são

apresentadores de antígenos para as células T na epiderme, e na derme esse papel é

desempenhado pelas células dendríticas. Os macrófagos, também são células apresentadoras

de antígenos, são sensíveis a PAMPs e DAMPs, mas além de respostas imunes, exercem

função de hemostasia do tecido através de apropriado mecanismo anti-inflamatório, o que

contribui para cicatrização de feridas (Figura 2).17

Figura 2: Estrutura da pele e células da barreira imunológica local (Chambers and
Vukmanovic-Stejic).17
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A cicatrização da pele é um processo extremamente coordenado e complexo que

permite que um pequeno corte cicatrize de maneira eficiente em poucos dias. Em condições

fisiológicas, envolve migração e sinalização celular, níveis apropriados de inflamação e

angiogênese.18,19 Quando, por algum motivo esse reparo ocorre inadequadamente, pode-se ter

dois desfechos principais, ou a formação excessiva de tecido cicatricial (cicatriz hipertrófica

ou queloide) ou as úlceras crônicas, que são definidas como um defeito na barreira que não

cicatriza em três meses.18 O processo fisiológico de cicatrização ocorre em etapas sequenciais

e distintas mas que em certos momentos podem se sobrepor, são elas a hemostasia,

inflamação, proliferação e remodelamento.12

A hemostasia é a primeira resposta a uma injúria, onde o fator tecidual é exposto

na parede dos vasos sanguíneos após comprometimento da vasculatura, iniciando a cascata de

coagulação, realizada principalmente pelas plaquetas nesse momento. O coágulo na ferida é

insolúvel e consiste em fibrina, sendo sua função primária conter o sangramento, e além disso

funciona como molde para queratinócitos, para infiltração de células imunes na área da ferida

e também como reservatório para citocinas e fatores de crescimento.14 Além de seu papel na

formação do coágulo, as plaquetas liberam moléculas bioativas, como fatores de crescimento

e citocinas que estimulam células residentes da pele como os fibroblastos e queratinócitos.20

O PDGF liberado pelas plaquetas promove a quimiotaxia de neutrófilos e macrófagos,

estimula a produção de fatores de crescimento e citocinas importantes para a cicatrização da

ferida. Os macrófagos também possuem capacidade de secretar diversos fatores de

crescimento, incluindo TGF-β1, VEGF, PDGF e FGF-2.21

A fase inflamatória é complexa e modulada por muitos fatores intrínsecos e

extrínsecos. É caracterizada pelo influxo de células imunes, como neutrófilos, monócitos e

linfócitos. Neste estágio há altos níveis de mediadores pró-inflamatórios, para o recrutamento

de outras células imunes periféricas. O objetivo da fase inflamatória é afastar quaisquer

patógenos que tenham entrado no local da ferida e prevenir infecções. Além disso, fagócitos

fazem a remoção de debris celulares.14

A primeira defesa é a resposta imune inata, iniciada pela ativação de células

residentes como mastócitos, células Langerhans, células T e macrófagos por DAMPs

liberados por células necróticas e tecido lesado, e PAMPs de componentes bacterianos.

Neutrófilos são os primeiros a chegar no local da injúria, são atraídos por IL-1, TNF-ɑ, e
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endotoxinas bacterianas em casos de infecção. Em resposta a sinais pró-inflamatórios os

neutrófilos e outras células no local liberam suas próprias citocinas. Neutrófilos fazem a

remoção de tecido necrótico e patógenos via fagocitose, liberam ROS, peptídeos

antimicrobianos, eicosanóides, enzimas proteolíticas e também liberam NETs. Na ausência

de infecção, o número de neutrófilos do local da ferida diminui em poucos dias e os

macrófagos os removem por esferocitose. Os neutrófilos remanescentes são removidos por

apoptose, necrose ou fagocitose, ou podem sair do tecido inflamado e retornar para circulação

através da migração reversa.22

Ainda na fase inflamatória, os monócitos circulantes entram no tecido da ferida

onde se diferenciam em macrófagos. Os macrófagos são as células efetoras no reparo tecidual

desempenhando papéis versáteis e de alta plasticidade, além de removerem debris celulares

necróticos. São tradicionalmente divididos em M1 de fenótipo pró-inflamatório e M2 de

fenótipo anti-inflamatório. M1 são induzidos por estímulo inflamatório como LPS e IFN-γ e

promovem inflamação pela liberação de ROS, e citocinas inflamatórias (IL-1β, IL-6 e

TNF-ɑ), também secretam fatores de crescimento (VEGF e PDGF), induzem a proliferação e

migração de fibroblastos, fagocitam neutrófilos apoptóticos. Nos estágios mais tardios da

inflamação são caracterizados pela transição para M2, que por sua vez expressam citocinas

(IL-4, IL-10, IL-13) capazes de imunomodulação como a IL-10 e arginase, também liberam

fatores de crescimento para promover re-epitelização, fibroplasia e angiogênese, são as

principais fontes de TGF-β e induz a diferenciação de fibroblastos para miofibroblastos.12,20

Na sequência, acontece a fase proliferativa sendo marcada pela substituição do

coágulo de fibrina por tecido de granulação, e pela intensa ativação de queratinócitos,

fibroblastos, macrófagos e células endoteliais, para orquestrar o fechamento da ferida,

deposição de ECM e angiogênese.14 O coágulo de fibrina (matriz provisória) é degradado por

MMP produzidas pelos fibroblastos, sendo substituído por tecido de granulação rico em

fibronectina, colágeno imaturo e proteoglicanos. Esse tecido de granulação age como

arcabouço para a migração e diferenciação de células da região da ferida, dando suporte a

formação de novos vasos sanguíneos e deposição de ECM madura.22 Nesse momento os

fibroblastos residentes e derivados mesenquimais respondem a diversas moléculas incluindo

TGF-β e PDGF. Essa sinalização direciona os fibroblastos tanto para ser pró-fibrótico

sintetizando proteínas de ECM ou para se diferenciar em miofibroblastos, o que ajuda na
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contração da ferida. Novos vasos sanguíneos são formados para suprir as demandas

metabólicas (entrega de oxigênio e de nutrientes) de um tecido altamente proliferativo.18 A

angiogênese é desencadeada por hipóxia, expressão de HIFs e liberação subsequente de

VEGF e outros fatores. Em resposta a essas mudanças, células endoteliais microvasculares

proliferam e migram pro leito da úlcera, formando novos vasos que se fundem com outros. O

VEGF previne a apoptose de células epiteliais pois regula positivamente proteínas

anti-apoptóticas como BCL-2. Os macrofagos desempenham papel importante na angiogenese

pois produzem proteases como MMPs para degradar o network denso de fibrina e fatores

quimioatraentes (TNF-ɑ, VEGF e TGF-β), impulsionando assim a migração endotelial.20

Ainda na fase proliferativa, os fibroblastos se diferenciam para miofibroblastos

que são responsáveis por promover força de contração no fechamento da ferida. Tanto o

fibroblasto quanto o miofibroblasto iniciam a síntese de fibras imaturas de colágeno tipo III

que atuam na formação de nova ECM.22 As mudanças na tensão mecânica e gradientes

elétricos, e também fatores de crescimento e citocinas ativam os queratinócitos, que por sua

vez na borda da ferida sofrem transição para um fenótipo mais invasivo, migrando

lateralmente através da ferida para refazer a camada epidérmica, processo chamado

re-epitelização. Queratinócitos na nova epiderme libera MMPs para auxiliar na sua migração,

sendo MMP-1 e MMP-9 essenciais pois ajudam na dissociação de receptores de integrina.

Quando os queratinócitos dos lados opostos se encontram, a migração termina e uma fina

camada é formada, e eles formam novas adesões à matriz subjacente. Assim os queratinócitos

reformam completamente a membrana basal e sofrem diferenciação terminal, para estratificar

e regenerar a epiderme.18,20

Na fase de remodelamento, há uma busca pela restauração da arquitetura original

do tecido lesado. Muitas células imunes, células endoteliais, e miofibroblastos sofrem

apoptose ou são removidos da ferida, restando principalmente a nova ECM recém sintetizada

e MMPs que removem o excesso de colágeno, auxiliando na redução da formação de

cicatrizes.14 Além disso, as fibras imaturas do colágeno tipo III da fase proliferativa são

substituídas por colágeno maduro tipo I, aumentando diretamente a força tênsil do tecido em

cicatrização. Essas mudanças da ECM necessitam de um fino balanço entre a degradação e

síntese de colágeno, alcançado pela regulação temporal de MMPs (Produzido por M2,

fibroblastos e queratinócitos).22 Uma vez iniciada, a fase de remodelamento pode continuar
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por até 1 ano após injúria.14 Quando as células do tecido de granulação não sofrem apoptose

na fase de remodelamento, cicatrizes hipertróficas tendem a ser formadas.22

Os fatores de crescimento são essenciais durante todo o processo de reparo da

pele, coordenando diversos eventos. Na tabela 1 estão descritos os principais fatores de

crescimento envolvidos no processo de cicatrização, suas ações e a etapa da cicatrização onde

principalmente exercem seus efeitos. A cicatrização fisiológica está esquematizada na figura

3.

Tabela 1: Fatores de crescimento envolvidos no reparo tecidual

Fatores de
Crescimento

Ação Fase da Cicatrização

PDGF Estimula a síntese de proteínas e
colágeno; Quimiotaxia de
monócitos, neutrófilos,
fibroblastos e células musculares
lisas; Proliferação e migração de
células endoteliais.

Um dos principais fatores
secretados após o dano e
promove reações celulares
através de todas as fases do
processo de cicatrização.

EGF Proliferação de células epiteliais e
queratinócitos assim como em sua
diferenciação, crescimento e
migração.

Encontrado em maiores níveis no
início do processo cicatricial.

FGF Suporte para epitelização, estimula
a liberação de TGF-α; Proliferação
de fibroblastos; Acúmulo de
colágeno; Acelera formação de
tecido de granulação;

Re-epitelização, angiogênese e
formação de tecido de
granulação.

IGF Efeito potencializado quando em
combinação com outros fatores de
crescimento como o PDGF e EGF;
Migração de queratinócitos e
aumento do reparo tecidual.

Ativamente envolvido na fase
inflamatória e proliferativa;
Fibroblastos secretam IGF-1 que
exerce efeito autócrino.

VEGF Exerce um forte efeito parácrino
nas células endoteliais.

Principal fator de crescimento
responsável por iniciar a
angiogênese no tecido de
granulação.

TGF-β Diferenciação de fibroblasto e
miofibroblasto; Deposição de
ECM; Produção de colágeno e

O TGF-β possui 3 isoformas,
sendo que o TGF-β3 está
relacionado com angiogênese e o
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fibronectina; Inibição de atividade
de MMP.

TGF-β1 e TGF-β2 associados
com cicatriz e fibrose.

HGF Regulação do crescimento celular,
motilidade e morfogênese em
células epiteliais e endoteliais;
Efeito sinérgico com o VEGF
sobre células endoteliais,
promovendo efeito angiogênico
mais intenso.

Diretamente relacionado com
reparo epitelial, formação de
tecido de granulação e
neovascularização.

KGF Proliferação e migração de
queratinócitos; Aumento da
proliferação de células epiteliais.

Principalmente na fase de
remodelamento.

Fonte: Chicharro-Alcántara23

Figura 3: Cicatrização fisiológica de feridas: Após a injúria tecidual, a primeira fase de cicatrização
é hemostasia, o influxo de células aumenta para o local. A fase inflamatória é iniciada e quando é
finalizada, a fase proliferativa inicia sendo caracterizada por angiogênese, síntese de colágeno, e
deposição de matriz extracelular. A última fase é o remodelamento, onde o colágeno tipo III é
substituído por colágeno tipo I, macrofagos retornam para fenotipo fagocitico e há aumento de força
tênsil da ferida, remodelamento de ECM e epitelização. O fechamento da ferida é o marco final do
processo de cicatrização (Leme et al, 2022).24
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1.3 Patofisiologia de úlceras crônicas

O processo de cicatrização é extremamente coordenado, e caso os eventos

celulares e moleculares envolvidos não ocorram de forma adequada e não cicatrize em 3

meses ela é considerada uma úlcera crônica. Dentre as principais úlceras crônicas se destacam

as de etiologia diabética, venosa e de pressão. A inflamação excessiva e persistente é um

marco da maioria das úlceras crônicas, apresentando um aumento no influxo e retenção de

células imunes inatas no local, o que pode inibir o processo de reparo tecidual.24

A DFU é geralmente decorrente de complicações de neuropatia periférica,

deformidade dos pés e doença arterial periférica, sendo que em pacientes diabéticos a

aterosclerose é acelerada e afeta principalmente os vasos da tíbia.25 De uma maneira geral,

pode-se atribuir a cronicidade das úlceras há uma produção prejudicada de fatores de

crescimento, resposta angiogênica inadequada e disfunção de células endoteliais, acúmulo de

colágeno, migração e proliferação prejudicadas de queratinócitos e fibroblastos, estresse

oxidativo e desbalanço entre o acúmulo de componentes extracelulares e suas proteases para o

remodelamento. Também há prolongamento da fase inflamatória com consequente atraso na

fase proliferativa.22,23

A hiperglicemia persistente compromete a função de leucócitos, induz

senescência celular e causa glicação de componentes da ECM. Além disso, é causada uma

disfunção endotelial, diminuindo assim a sinalização pró-angiogênica e produção de NO,

ocasionando isquemia. Essa isquemia somada com as disfunções das células imunes, leva a

uma resposta inflamatória inadequada. Há escassez de miofibroblastos, os queratinócitos das

bordas da ferida expressam genes que refletem uma ativação parcial de proliferação, os

fibroblastos aparecem senescentes comprometendo a síntese de ECM, com capacidade de

migração menor e parecem ser não responsivos à sinalização de fatores de crescimento,

refletido na redução drástica dos níveis de receptores TGF-β. O tecido de granulação é

defeituoso e não nutre a cicatrização, em parte devido a MMPs e uma infiltração deficiente de

fibroblastos. Angiogênese é pobre e a fibrina restringe os vasos existentes, limitando a difusão

de oxigênio na úlcera, causando hipóxia. O tecido danificado é substituído por tecido

conectivo caracterizado por fibras de colágeno densamente orientadas, formando cicatriz

sendo o grau de fibrose variável entre indivíduos.22
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As bordas das úlceras em diabéticos costumam ser   hiperqueratóticas e

paraqueratóticas, devido a células locais não expressarem diversos ciclos celulares,

diferenciação e marcadores desmossomos, sinalização de fatores de crescimento prejudicada e

ausência de folículos pilosos. Ao mesmo tempo, a reconstituição da derme é inibida

significativamente pelos altos níveis de proteases, que não somente quebram componentes de

ECM, mas que também degradam fatores de crescimento e também citocinas. AGEs também

induzem inflamação e estresse oxidativo via receptor RAGE.20 A neovascularização é

comprometida pela expressão reduzida do HIF-1a e subsequente aumento do VEGF e do

SDF-1(recrutamento de progenitores endoteliais).25

Na inflamação prolongada no DFU há aumento na expressão de citocinas

inflamatórias (IL-1β, TNF-α), os macrófagos são os primeiros produtores de tais citocinas, e

no DM ele não faz a mudança fenotípica e funcional como esperado, permanecendo em

estado pró-inflamatório. A hiperglicemia e o microambiente diabético conseguem mudar

epigeneticamente macrófagos, via modificação de histona ou expressão de microRNA, para

fenótipo pró-inflamatório. Os neutrófilos tendem a persistir por mais tempo na ferida pois são

mais resistentes à apoptose e sua remoção pelos macrófagos é menos efetiva. É também

observada redução de células T CD4+. Todas essas alterações, além de perpetuar o estado

inflamatório, também aumentam a vulnerabilidade para infecções. Com inflamação

persistente, há aumento na produção de MMP, principalmente MMP-1, MMP-8, MMP-9 e

diminuição no TIMPs (inibidores). Esse desbalanço aumenta a degradação de ECM, prejudica

a migração celular e reduz a síntese de colágeno.25

O tratamento padrão para DFU já é bem estabelecido e envolve desbridamento,

curativos, diminuição da pressão no local da ferida, antibióticos para casos onde há infecção

bacteriana, manejo da doença vascular periférica quando presente, bom controle glicêmico e

em último caso a amputação.10 Em pacientes com alto grau de isquemia, é realizada a

revascularização do membro.7 Contudo, muitos pacientes não respondem de forma efetiva, e o

desfecho da cicatrização não é o desejável. Diante dessa dificuldade de manejo de DFU, há

uma necessidade de novos tratamentos que visam uma cicatrização mais efetiva. Nesse

contexto, a medicina regenerativa tem despertado interesse, e o uso de PRP vem ganhando

destaque devido ao seu potencial de acelerar e estimular o processo de cicatrização, além de

seu bom custo-benefício, facilidade e agilidade de preparo.23
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O PRP é definido como produto autólogo derivado do sangue, onde a

concentração de plaquetas é 2 a 5 vezes maior que no sangue circulante. O seu processamento

é feito por meio de centrifugação, e quando as plaquetas são ativadas, liberam de seus

grânulos-α moléculas bioativas que atuam em processos de reparo e regeneração tecidual,

imunomodulação, regulação de apoptose e analgesia.26-29

Figura 4: Moléculas bioativas liberadas por plaquetas e suas ações: quando ativadas as plaquetas
liberam citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que controlam o recrutamento, proliferação e
ativação de fibroblastos, neutrófilos, monócitos, SMCs, MSCs e outros tipos celulares críticos para a
cicatrização de feridas. Também regulam a angiogênese em tecido danificado auxiliando na
recuperação da função do tecido. Possuem capacidade de modular o balanço entre apoptose e
sobrevivência celular, devido a sua capacidade de secretar mediadores pro-apoptóticos (Fas-L,
CD40L, TRAIL, TWEAK, and LIGHT) assim como anti-apoptóticos (HGF, SDF-1, serotonina,
adenosina difosfato e esfingosina-1-fosfato), além de controlarem um complexo mecanismo de reparo
tecidual (Gawaz and Vogel, 2013).30
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Dentre as diversas moléculas bioativas liberadas pelas plaquetas, do ponto de

vista de melhora da cicatrização, se destacam os fatores de crescimento, que regulam o

crescimento, diferenciação, proliferação e metabolismo celular de diversos tipos celulares.

Promovendo assim, regeneração endotelial e epitelial, estimula angiogênese, síntese de

colágeno, cicatrização de tecidos e hemostasia. Dentre esses fatores se destacam PDGF, EGF,

HGF, FGF, IGF-1 e IGF-2, VEGF, TGF-β e KGF.23 Além de citocinas e quimiocinas que

auxiliam na modulação do sistema imune.

Diante de todas as alterações desencadeadas pelo DM, as citocinas, quimiocinas e

fatores de crescimento liberados pelo PRP tem uma atuação em diversas etapas da

cicatrização afetadas pelo DM. Ativação do macrófago M2 por IL-4, IL-10, IL-13, e TGF-β,

restituição de fatores de crescimento depletados ou que foram menos sintetizados pelas

células, imunomodulação da resposta inflamatória auxiliando para a resolução dessa fase que

fica estagnada em diabéticos, assim permitindo que as fases subsequentes possam ocorrer,

sendo suporte trófico para a região de ferida.24

Uma grande dificuldade em estudos com PRP é a falta de padronização para o seu

preparo. O processamento consiste basicamente em centrifugação, porém o protocolo varia

bastante entre os grupos de pesquisa. Essas diferenças interferem na reprodutibilidade dos

protocolos de estudos e comparabilidade entre os resultados obtidos. Assim, o grupo de

pesquisa em medicina regenerativa da UNICAMP fez estudos para padronizar o preparo do

PRP, analisando diversas metodologias, e fazendo cálculos matemáticos para determinar qual

a melhor forma de obtenção de PRP para ter o máximo de recuperação de plaquetas. Além

disso, o grupo realizou a quantificação das moléculas bioativas e caracterização microscópica

do PRP. Desde então, é utilizado pelo grupo de pesquisa o mesmo método de

processamento.31,32

No que diz respeito a classificação do PRP, existem várias classificações

utilizadas que levam em consideração aspectos específicos, o que também causa dificuldades

envolvendo a comparação entre estudos. A tabela 2 mostra um resumo de todas as

classificações do PRP até o momento atual.
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Tabela 2: Classificações do PRP ao longo do tempo

Critério de
Classificação

Autores Detalhes da Classificação

Primeiro método de
preparo descrito

Anitua, 1999. Manual/Automatizado; força de
centrifugação em G; melhores taxas de
centrifugação; método de ativação.

Método de preparo e
produtos obtidos

Anitua et al,2005;
Bielecki et al.,
2007; Everts et al.,
2008; Magalon et al.,
2016; Mautner et
al.;2015 Sánchez et
al., 2007.

Líquido, gel or clot formulation; Método
de ativação; contagem final de
plaquetas; presença ou não de leucócitos.

Leucócitos e outras
células hematopoiéticas

Ehrenfest et al., 2009;
(Delong et al., 2012;
Mautner et al., 2015

Presença e contagem de Leucócitos,
arquitetura de fibrina; sistema PAW
(Número de plaquetas, ativação e
presença de leucócitos); Presença de
Leucócitos e contagem de neutrófilos.

DEPA Magalon et al., 2016. Dose de plaquetas injetadas; Eficiência
do processamento; Pureza do PRP;
Ativação.

MARSPILL (Células
Hematopoéticas e
componentes
moleculares)

Lana et al, 2017. Neutrófilos, monócitos e seus subtipos,
linfócitos, macrófagos, células
vermelhas e biomoléculas , liberação de
quimiocinas e interleucinas pelos
grânulos alfa das plaquetas

ISTH( International
Society of Thrombosis
and Hemostasis)
classificação proposta

Harrison, 2018 Métodos de Preparo e Ativação:
Concentração de plaquetas, sendo cada
um subdividido em três.

ISBT (International
Society of Blood
Transfusion)
Padronização de lisado
plaquetário humano

Henschler et al, 2019 Método de preparo (sangue total/
concentração de plaquetas doadas)
Controle de Infecção (patógenos
aeróbios e anaeróbios, fungos,
endotoxinas, vírus) ; Controle de
qualidade (presença de microvesículas
de biomoléculas e fatores de
crescimento); Critérios de liberação do
produto final; Regulamentação
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Classificação
Bio-Produtos de PRP

Acebes-Huerta et al.,
2020

Bio-produtos de PRP: métodos de
extração e preparo, caracterização de
Bio-produtos; ativação; congelamento
ou armazenamento sob refrigeração;
tempo de armazenamento; controle de
qualidade dos fatores derivados de
plaquetas.

Classificação
Proteômica

Lee et al, 2020 Proteínas identificadas relacionadas com
cicatrização de feridas; neoangiogenese;
migração de fibroblastos; biossíntese e
ligações de colágeno e
glicosaminoglicanos.

Fonte: Adaptado de Luzo et al 33

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a capacidade de ação do PRP na cicatrização de DFU de pacientes

atendidos no ambulatório de Endocrinologia do Hospital de Clínicas da Unicamp, que não

foram responsivos a nenhum dos tratamentos convencionais já definidos para tratamento das

úlceras.

2.2 Objetivos específicos

Avaliar a evolução das feridas durante o tratamento com relação a:

● Diminuição das dimensões das feridas;

● Profundidade e características das bordas;

● Intensidade da dor relatada pelo paciente.

3. JUSTIFICATIVA

A DFU é uma complicação crônica do DM cujo tratamento convencional ainda

não é totalmente efetivo. Os tratamentos disponíveis incluem o desbridamento da úlcera,

alívio da pressão no local, controle da glicemia e controle de infecções, porém muitos

pacientes não respondem efetivamente a esses tratamentos, podendo progredir para um

quadro mais grave que pode levar a amputação do membro, além dos impactos na qualidade
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de vida dos pacientes. Diante desse cenário, se faz necessário a busca por um tratamento

efetivo para DFU, visando a completa cicatrização das úlceras e analgesia. Levando em

consideração as moléculas bioativas liberadas pelas plaquetas, e seus efeitos benéficos,

descritos em literatura, o PRP seria um possível tratamento para DFU. Um outro fator

relevante no uso de PRP é seu ótimo custo-benefício, facilidade e agilidade de preparo.

4. HIPÓTESE

Diante das dificuldades para o tratamento e completa cicatrização de DFU, o PRP

seria uma boa opção de tratamento visto suas propriedades de regeneração tecidual,

imunomodulação, controle de proliferação celular e analgesia. Somado a isso, a facilidade

para seu preparo e os custos acessíveis tornam o gel de PRP um futuro candidato para

tratamento do DFU.

5. MATERIAL E MÉTODOS

Trata-se de um estudo clínico de fase I, aprovado pelo Comitê de Ética em

Pesquisa sob o número CAAE:  94921018.3.0000.5404, sobre o uso compassivo do gel de

PRP para cicatrização de úlceras diabéticas, de pacientes atendidos no ambulatório de

Endocrinologia do Hospital de Clínicas da UNICAMP, que não foram responsivos aos

tratamentos convencionais.

Criterios de Inclusão:

● Homens e mulheres com idade de 40 a 70 anos;

● Portadores de Diabetes Mellitus tipo 2

● Portadores de úlceras de pé diabético de etiologia neuropática, isquêmica ou mista sem

melhora significativa da cicatrização com os tratamentos convencionais utilizados;

● Pacientes que tiveram recidiva e reaparecimento das úlceras após a realização de

tratamento convencional;

● Possuir estado cognitivo preservado;

● Não estar em tratamento para neoplasia;



33

● Não estar em diálise;

● Não apresentar quadro de insuficiência hepática;

● Em tratamento no Ambulatório de Endocrinologia do Hospital das Clínicas da

UNICAMP, com rotina de retornos semanais.

Critérios de Exclusão:

● Pacientes com sinais clínicos de infecção sistêmica: febre, calafrio, hipotensão;

● Pacientes com sinais de isquemia aguda;

● Pacientes com necrose bolhosa;

● Pacientes com neoplasias;

● Pacientes com cirrose hepática;

● Pacientes com problemas cognitivos que não permitisse a compreensão do TCLE;

● Pacientes que apresentaram melhora e cicatrização das úlceras com tratamentos

convencionais;

● Pacientes que não compreenderam ou não aceitaram assinar o TCLE.

Interrupção do estudo:  O estudo poderia ser interrompido caso o paciente não apresentasse

nenhum quadro de melhora da cicatrização ou não quisesse mais participar.

O TCLE foi aplicado aos pacientes por membros da equipe de pesquisa. Foi

realizada a leitura conjunta com os pacientes, e os mesmos puderam fazer seus

questionamentos. Após todos os esclarecimentos, os pacientes assinaram 2 vias do TCLE,

sendo uma via arquivada com a equipe de pesquisa e uma via entregue ao participante. Todos

foram orientados que poderiam retirar o consentimento para participação no estudo a qualquer

momento.

5.1 Preparo e aplicação do gel de PRP

Para preparo do PRP foi coletado sangue periférico dos participantes, por punção

venosa em membro superior, com garroteamento e assepsia do local da punção. O sangue foi

coletado em tubo de 10 ml BD Vacutainer® com anticoagulante ACD-A para processamento

do PRP e também foi coletado sangue em tubo seco com gel separador para obtenção de

trombina autóloga para gelificação do PRP.
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A quantidade de sangue coletado era dependente do hematócrito do paciente e

também do tamanho das úlceras que seriam tratadas. As aplicações aconteciam uma vez por

semana, e cada coleta variava em torno de 2 a 18 tubos de 10 mL de sangue em tubo com

anticoagulante ACD-A. O número de tubos secos com gel separador também variava

conforme parâmetros acima citados, sendo em torno de 2 a 4.

A obtenção do PRP 24 foi realizada por meio de duas centrifugações consecutivas

do sangue colhido no tubo ACD-A. A primeira delas em 100g por 13 min, após essa etapa

todo o plasma e buffy-coat foram transferidos para um tubo de centrifugação de fundo cônico,

evitando a transferência de hemácias. Em seguida, era realizada uma nova centrifugação de

400g por 13 min. Para obtenção do PRP, foram descartados 10% da porção superior do

plasma, e o restante corresponde ao PRP.

Para obtenção da trombina autóloga, o sangue coletado no tubo seco foi

centrifugado a 3000 rpm por 7 min. Para a gelificação do PRP, as proporções utilizadas de

gluconato de cálcio e de trombina autóloga foram 1:3 e 1:5, respectivamente, em relação ao

volume de PRP. A gelificação ocorria rapidamente, portanto após o gluconato de cálcio e

trombina autóloga serem colocados no PRP, o tubo era agitado 5 vezes aproximadamente por

inversão, e o conteúdo transferido para uma placa de petri estéril. Todo o processamento era

feito em cabine de fluxo laminar de classe 5 (Figura 5).
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Figura 5: Processamento e gelificação do PRP. Fonte: do autor.

O gel de PRP era levado até o ambulatório, a úlcera era limpa com soro

fisiológico 0, 9% e o curativo feito com o novo gel. Os pacientes eram instruídos a não retirar

o curativo até o próximo retorno. A quantidade de gel produzido era variável, de acordo com

o tamanho da ferida. E a cada semana era realizada a coleta de sangue para produzir o gel para

a troca de curativos.

5.2 Aplicação da Escala Analógica Visual (EVA), registro fotográfico das feridas e

obtenção de histórico médico

Todas as semanas, a escala EVA (Figura 6) foi aplicada para aferir a intensidade

da dor do paciente. As úlceras foram fotografadas semanalmente. Uma régua era posicionada

ao lado das úlceras no momento do registro fotográfico, para acompanhamento da evolução

em medida das úlceras. O histórico médico dos pacientes foi obtido por meio do prontuário do

ambulatório de Endocrinologia do Hospital de Clínicas da Unicamp.

Figura 6: Escala Visual Analogica (EVA) utilizada para aferição da intensidade da dor.
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6. RESULTADOS

6.1 Gel de PRP

Com a formulação utilizada, a consistência obtida do gel de PRP está

demonstrada na figura 7a. A cada semana o curativo era removido, a úlcera limpa, o gel de

PRP aplicado topicamente e o curativo fechado novamente (Figura 7b).

Figura 7: Gel de PRP. A) Gel de PRP pronto para aplicação. B) Troca de curativo e aplicação tópica
do gel de PRP.

6.2 Relatos de Casos

Participante 1: Paciente de 68 anos, sexo masculino, diabético tipo 2 há 20 anos, com

histórico médico de transplante renal em 2011, hipertensão arterial sistêmica e

coronariopatia. Apresentou úlceras profundas de etiologia mista (venosa, vascular e

microangiopática), as quais apareceram espontaneamente sem origem traumática, por um

período de 11 meses em membro inferior esquerdo, apresentando piora progressiva. As

úlceras estavam espalhadas, sendo duas maiores e algumas outras menores. As duas úlceras

maiores e mais profundas, que foram denominadas de úlcera 1 e úlcera 2, foram as escolhidas

para tratamento com gel de PRP. A úlcera 1 estava localizada na face anterior da perna e a

úlcera 2 estava localizada no maléolo lateral esquerdo.
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Além das úlceras, o paciente também apresentava um quadro de dor crônica

intensa, em queimação, contínua, no local das úlceras, E.V.A. 10/10. em terapia analgésica

com derivado opioide, apresentava pouca resposta com permanência do quadro intenso de

dor. Não apresentou resposta às terapias tópicas convencionais ao longo dos 11 meses. Como

resultado a esse quadro, apresentava dificuldades de locomoção, necessitando de cadeiras de

rodas. O paciente foi internado no Hospital das Clínicas da Unicamp, sendo avaliado pelo

departamento de Cirurgia Vascular que contraindicou um tratamento cirúrgico devido ao

quadro clínico de base do paciente. Em relação ao perfil glicêmico, o paciente apresentou em

média glicemia de 143,67 ± 55,69 mg/dl e de hemoglobina glicada 9,13 ± 0,58 %. Em média,

o número de plaquetas foi 270.500 ± 35.100 /μl e o hematócrito 43,49 ± 1,98 %.

A úlcera 1 foi a primeira a ser tratada, e a úlcera 2 começou a ser tratada na

semana seguinte. Ambas apresentavam necrose nas bordas e isquemia do tecido ao redor,

porém sem infecção. Após a primeira semana do início do tratamento, o paciente relatou

redução importante da dor na úlcera tratada em relação às demais, sendo que o mesmo relatou

não sentir mais dor em 3 semanas do tratamento, E.V.A 0/10.

As dimensões da úlcera 1 pré-PRP eram de 8 cm x 4 cm, sendo a melhora

progressiva a cada semana. Após 5 aplicações tópicas do gel de PRP, as dimensões não

mudaram muito, contudo é possível observar a melhora na qualidade da pele ao redor da

úlcera, o tecido de granulação se formando e a cicatrização ocorrendo do leito da úlcera para o

exterior. Após 8 aplicações tópicas do gel de PRP, as dimensões da ferida eram 8 cm x 2,5

cm, com bordas bem definidas, pele adjacente rosada demonstrando boa vascularização do

tecido (Figura 8). Foi observado um processo intenso de proliferação (hipergranulação) e uma

biópsia foi realizada, sendo o resultado negativo para malignidade. O tecido de

hipergranulação foi tratado com papaína a 3%, apresentando regressão em 3 semanas. Após

17 semanas da última aplicação do PRP a úlcera 1 estava completamente cicatrizada (Figura

9).

Durante todo o tratamento e mesmo após o fim das aplicações tópicas do gel de

PRP, as úlceras não apresentaram nenhuma intercorrência como infecção. O paciente foi

acompanhado por 3 anos, e a perna esquerda não teve nenhuma recidiva de úlcera e a dor

permaneceu ausente, a pele com muita qualidade nos locais onde a úlcera foi tratada com gel
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de PRP e cicatrizou sem cicatriz hipertrófica (Figura 10). O paciente relatou uma melhora

significativa na qualidade de vida e locomoção, não necessitando mais usar cadeira de rodas.

A evolução da úlcera 2 ocorreu de forma semelhante a úlcera 1, porém não foi

observado hipergranulação, e no intuito de evitar que esta ocorresse após 8 aplicações tópicas

de PRP foi finalizado o tratamento. As dimensões da úlcera 2 pré-PRP era de 3 cm x 6 cm,

após 6 aplicações o tamanho era de 3 cm x 5 cm, no entanto apesar de o tamanho da úlcera

não ter diminuído muito era perceptível que a úlcera estava bem superficial, indicando a

cicatrização ocorrendo do interior para exterior. Após 7 aplicações, a úlcera tinha um tamanho

de 3 cm x 4 cm (Figura 11). Após o término das aplicações do PRP, a cicatrização da úlcera 2

continuou evoluindo de forma favorável. A úlcera 2 cicatrizou quase que totalmente após 7

semanas do fim das aplicações tópicas do gel de PRP (Figura 12). De maneira semelhante à

úlcera 1, o paciente não teve recidiva da úlcera 2 durante os 3 anos em que foi acompanhado

(Figura 13).

Figura 8: Evolução da úlcera 1 do participante 1 em uso do gel de PRP. A) Úlcera 1 pré-PRP. B)

Úlcera 1 após 8 tópicas aplicações de PRP.
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Figura 9: Evolução da úlcera 1 do participante 1 após uso do gel de PRP. A) Úlcera 1 após 3

semanas do fim das aplicações tópicas do gel de PRP. B) Úlcera 1 após 6 semanas do fim das

aplicações tópicas do gel de PRP. C) Úlcera 1 após 17 semanas do fim das aplicações tópicas do gel de

PRP.

Figura 10: Acompanhamento da úlcera 1 do participante 1. A) Úlcera 1 após 2 anos e 5 meses do
início do tratamento. B) Úlcera 1 após 3 anos e 4 meses.
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Figura 11: Evolução da úlcera 2 do participante 1 em uso do gel de PRP. A) Úlcera 2 pré-PRP. B)
Úlcera 1 após 7 aplicações tópicas de PRP.

Figura 12: Evolução da úlcera 2 do participante 1 após uso do gel de PRP. A) Úlcera 2 após 4
semanas do fim das aplicações tópicas do gel de PRP. B) Úlcera 2 após 7 semanas do fim das
aplicações tópicas do gel de PRP.
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Figura 13: Acompanhamento da úlcera 1 do participante 1. A) Úlcera 2 após 2 anos e 5 meses do
início do tratamento. B) Úlcera 2 após 3 anos e 4 meses.

Participante 2: Paciente de 51 anos, sexo feminino, diabética tipo 2 há 21 anos, apresentava

úlcera recorrente de pressão em hálux direito há 3 anos, com períodos variados de melhora e

piora, sem uma cicatrização completa. A úlcera apresentava hiperqueratose e bordas

maceradas, sendo que o tratamento adotado até o momento envolvia o desbridamento, alívio

da pressão no local pelo uso de calçados adequados e controle glicêmico.

O tratamento com gel de PRP foi indicado pela equipe médica do ambulatório de

endocrinologia. Antes da primeira aplicação tópica a dor relatada pela paciente era 4/10 na

escala E.V.A, tamanho inicial da úlcera era de 3 cm x 2 cm, após 8 aplicações tópicas do gel

de PRP o tamanho da úlcera diminuiu para 0,3 cm x 0,2 cm (Figuras 14 e 15). Foram

realizadas no total 8 aplicações e após 10 semanas do início do tratamento a úlcera cicatrizou

totalmente (Figura 16). A paciente relatou que na segunda semana a dor era de 0/0 na escala

E.V.A. O perfil glicêmico da participante era média de glicemia de 309,33 ± 51,33 mg/dl e de
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hemoglobina glicada 9,41 ± 1,10 %. Em média, o número de plaquetas foi 153.500 ± 30.989

/μl e o hematócrito 38,93 ± 3,52 %.

Figura 14: Úlcera da participante 2. Úlcera pré- PRP.

Figura 15: Evolução da úlcera da participante 2 no uso do gel de PRP. A) Úlcera após 2
aplicações tópicas de PRP. B) Úlcera após 8 aplicações tópicas de PRP.
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Figura 16: Acompanhamento da úlcera da participante 2. Úlcera 2 após 2 semanas do fim das
aplicações tópicas do gel de PRP.

O local onde essa úlcera estava, é um lugar que sofre muita pressão ao andar. Por

esse motivo, após 2 meses, a paciente apresentou recidiva da úlcera. Foi indicado um novo

tratamento com gel de PRP, e mais uma vez o resultado foi satisfatório. O tamanho inicial da

úlcera era de 1,5 cm x 1 cm e após 8 aplicações estava praticamente cicatrizada (Figura 17).

No fim do tratamento a úlcera foi recoberta por uma fina camada de pele. A textura da pele

era macerada por conta da força aplicada no local durante o caminhar (Figura 18).
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Figura 17:Evolução do segundo tratamento da participante 2 no uso do gel de PRP. A) Úlcera
pré-PRP. B) Úlcera após 7 aplicações tópicas de PRP.
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Figura 18:Acompanhamento do segundo tratamento da participante 2. Úlcera após 8 aplicações
tópicas de PRP.

Participante 3: Paciente de 70 anos, sexo masculino, diabético tipo 2 há 30 anos, com

diversas amputações de pododáctilos prévias. Apresentava úlcera plantar direita na região do

quinto pododáctilo há 2 anos, com dor em queimação intermitente de intensidade 2/10 na

escala E.V.A.

Foi indicado o tratamento com gel de PRP pela equipe médica do Ambulatório de

Endocrinologia, sendo o perfil glicêmico do participante com média de glicemia de 79,40 ±

12,20 mg/dl e de hemoglobina glicada 5,35 ± 0,85 %. Em média, o número de plaquetas foi

209.778 ± 44.855 /μl e o hematócrito 33,19 ± 4,30 %. O tamanho inicial da úlcera era de

0,9cm x 1,1cm (Figura 19). O paciente relatou que na segunda semana de tratamento a dor era

0/0 na escala E.V.A e a cicatrização ocorreu rapidamente, apresentando diferenças

significativas entre as semanas (Figura 20). A cicatrização completa ocorreu na quinta semana

de tratamento, portanto foram realizadas somente 5 aplicações tópicas do gel de PRP (Figura

21).
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Figura 19: Úlcera do participante 3. Úlcera pré-PRP

Figura 20: Evolução do tratamento do participante 3 no uso do gel de PRP. A) Úlcera após 1
aplicação tópica de gel de PRP. B) Úlcera após 4 aplicações tópica de gel de PRP.
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Figura 21: Acompanhamento do tratamento do participante 3. Úlcera após 5 aplicações tópicas de
PRP.

Participante 4: Paciente de 70 anos, sexo masculino diabético tipo 2 há 23 anos. Apresentava

úlcera crônica em maléolo medial em membro inferior direito há 3 meses após trauma local,

relatando piora progressiva. O aspecto da úlcera era secretivo, com capa endurecida e dor

latejante em queimação com pequena melhora por uma hora após uso de medicações

prescritas do tipo opioides ou neuropáticas. Úlcera com fundo eritematoso, algumas áreas

cobertas por crostas melicéricas, com algumas áreas escurecidas, sugestivas de necrose, com

fundo sangrante, bordas relativamente bem definidas, eritematosas e pouco elevadas. Úlcera

de 1,5 cm x 1,5 cm revestida por crosta hemática necrótica superiormente a úlcera anterior,

sem secreção purulenta.

Foi discutida a indicação de tratamento com PRP, e para elucidação diagnóstica

foi solicitado Doppler e Biópsia. No Doppler do membro inferior direito foi constatado

ausência de fluxo nos terços proximal e médio da artéria tibial anterior e fluxo retrógrado em

seu terço distal, além de apresentar ateromatose difusa. O resultado da biópsia mostrou que se

tratava de úlcera crônica com extensa fibrose dermo-hipodérmica, tecido de granulação e

processo inflamatório crônico inespecífico com áreas de supuração, pesquisa de fungos

negativa e pesquisa de BAAR inconclusivas, sem indícios de pioderma gangrenoso. O

tratamento com aplicação tópica de PRP foi indicado pela equipe médica.
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As dimensões da úlcera no início do tratamento eram de 6,5 cm x 4,5 cm com

pequeno ponto de necrose (Figura 22). Após 3 aplicações a lesão apresentava tamanho de 6

cm x 4 cm com melhora da hiperemia das bordas e ausência de necrose, após 5 aplicações de

PRP o tamanho da úlcera era o mesmo porém mais superficial demonstrando uma cicatrização

do interior para exterior. Após 7 aplicações de PRP a úlcera apresentava tamanho de 3 cm x 2

cm e foi observado hipergranulação no local e não foi mais aplicado PRP (Figura 23). Foi

iniciado uso de papaína 10% porém a redução da hipergranulação não foi suficiente, sendo

usado a cada 3 dias o curativo mesalt (Figura 24). Foi realizada biópsia, sendo o resultado

negativo para malignidade. Após 3 meses a hipergranulação regrediu. O paciente apresentou

melhora significativa da lesão após tratamento com PRP, portanto a equipe médica indicou

novas aplicações para que a completa cicatrização fosse obtida (Figura 25).

Figura 22: Úlcera inicial do participante 4. Úlcera pré-PRP.
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Figura 23: Evolução do tratamento do participante 4 no uso do gel de PRP. A) Úlcera após 3
aplicação tópica de gel de PRP. B) Úlcera após 7 aplicação tópica de gel de PRP.
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Figura 24:Evolução da hipergranulação da úlcera do participante 3. A) Hipergranulação após 3
semanas em uso de papaína 10%. B) Hipergranulação após 7 semanas de uso de papaína. C)
Regressão completa da hipergranulação.
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Na segunda etapa do tratamento tópico com gel de PRP, após a primeira aplicação

a úlcera apresentava dimensões de 3 cm x 1, 8 cm (Figura 25). Após 2 aplicações o tamanho

da úlcera reduziu para 2 cm x 1,8 cm. Após 5 aplicações o tamanho se manteve porém era

perceptível que a cada semana a úlcera estava menos profunda (Figura 26). Após a sexta

aplicação a cicatrização estava quase que completa e para não favorecer a hipergranulação

novamente, o tratamento foi finalizado (Figura 27). Após 1 mês do fim do tratamento com

PRP a úlcera estava completamente cicatrizada e desde então não apresentou recidiva (Figura

28). Perfil glicêmico do paciente com média de glicemia 197,67 ± 44 mg/dL e de

hemoglobina glicada 7,47 ± 1,29%, com relação às plaquetas média foi de 305.800 ±

95.154/μl e hematócrito 42,52 ± 1,59%.

Figura 25: Úlcera antes do início da segunda etapa do tratamento tópico com PRP.
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Figura 26: Evolução da segunda etapa do tratamento do participante 4 no uso do gel de PRP. A)
Úlcera após 1 aplicação tópica de gel de PRP. B) Úlcera após 5 aplicações tópicas de gel de PRP.

Figura 27: Fim do tratamento do participante 4. Úlcera após 6 aplicações de PRP
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Figura 28: Acompanhamento da úlcera do participante 4. Úlcera após 1 mês do fim do tratamento
com PRP.

7. DISCUSSÃO

O processo de cicatrização é regulado e coordenado por inúmeras citocinas e

fatores de crescimento, além de inúmeras interações celulares. A cicatrização em diabéticos

ocorre de maneira desregulada, alterando todos os eventos celulares e moleculares.34 O uso do

gel de PRP se demonstrou efetivo tanto na cicatrização das úlceras de pacientes diabéticos

quanto na melhora da dor. Nos pacientes com as úlceras na região plantar dos pés, o fato de o

local receber muita pressão no caminhar, fez com que as úlceras após algum tempo tivessem

recidiva, porém enquanto no uso do gel de PRP apresentaram melhora significativa, o que não

acontecia com os tratamento convencionais. O tempo de resposta ao tratamento pode variar

devido à fatores intrínsecos de cada paciente, controle glicêmico e local da úlcera. Foi

possível observar, que mesmo após o fim das aplicações tópicas do gel de PRP as úlceras

continuaram cicatrizando, devido a ação que o PRP teve de modular o processo cicatricial,

ajudando na transição da fase inflamatória para a proliferativa, além de modular as respostas

celulares no local da úlcera. A cobertura do leito da ferida com tecido de granulação foi um

sinal da transição da fase inflamatória para a fase proliferativa35(Figura 29).
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Figura 29: Cicatrização em DFU e influência do Gel de PRP: DM induz uma disfunção endotelial
e isquemia, a fase inflamatória é mais longa devido a um atraso na expressão de quimiocinas,
impactando na ativacao de macrofagos, clearance de neutrófilos, remoção de debris celulares e ECM,
atrasando assim a fase proliferativa. O VEGF liberado por macrofagos, queratinocitos e tecido
adiposo subcutâneo é diminuído, fibroblastos são menos responsivos à hipóxia, e há aumento de
síntese de MMPs. A angiogênese é afetada e a força tênsil da pele diminui, levando a úlceras
recorrentes. GEL de PRP leva fatores de crescimento e citocinas para o local de injúria e promove
suporte trófico para angiogênese e re-epitelização (Leme et al, 2022).24

Na literatura já foram descritos estudos envolvendo o uso de PRP para diversas

patologias, contudo tais estudos são difíceis de serem reproduzidos, pois muitas vezes a

metodologia de preparo do PRP não é descrita. Além disso, há diversas formas de

processamento, algumas inclusive com kits comerciais, dificultando assim a comparação dos

resultados. Isso se deve ao fato de a qualidade do PRP ser influenciada por particularidades no

seu preparo como concentração de plaquetas, presença de leucócitos, tempo e velocidade da

centrifugação, anticoagulante utilizado e hematócrito do paciente. Assim, ainda é difícil

selecionar qual metodologia é melhor ou qual é mais propícia para determinado uso.36

Hirase T et al.37 demonstraram em seu estudo que a cicatrização de úlceras de

pé diabético tratadas com PRP tópico, apresentaram taxa superior quando comparadas aos

pacientes que utilizaram tratamento convencionais. Dentre os 1.217 estudos identificados,

apenas 11 foram selecionados, e mesmo assim foi possível observar a heterogeneidade entre
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eles. O método utilizado no presente estudo é diferente de todos os apresentados por Hirase et

al, mas os resultados obtidos corroboram com a conclusão feita pelos pesquisadores de que a

aplicação tópica do PRP em úlceras de pé diabético resulta em índices de cura superiores aos

tratamentos convencionais. Além da cicatrização e analgesia, um outro ponto a ser destacado

foi a ausência de infecções durante todo tratamento e o reparo tecidual ocorreu sem formação

de cicatriz hipertrófica. Esse resultado também condiz com a literatura de que os pacientes

tratados com PRP apresentaram estatisticamente menos complicações se comparados ao

grupo controle. Os efeitos benéficos observados se deve às moléculas bioativas e fatores de

crescimento liberados pelos grânulos-α das plaquetas, que suprem as deficiências das DFU,

além de modular as fases da cicatrização que estão estagnadas.

A neuropatia periférica diabética é uma complicação comum do DM, as

apresentações clínicas incluem hipersensibilidade térmica e mecânica, dor espontânea em

queimação, sensação de choque ou somente perda da sensibilidade sem apresentar dores. É

resultado da destruição neuronal causada por desequilíbrio metabólico e consequente estresse

oxidativo e apoptose. Esse mecanismo leva a sensação de dor, favorecimento para um

ambiente inflamatório que sensibiliza neurônios, levando a dor persistente.38 A dor em

queimação é resultante do acometimento de fibras C que tornam-se danificadas e passam a

produzir maiores disparos pela instabilidade da membrana, causando sintomas de hiperalgesia

e alodinia. Células da microglia da medula espinhal na região dorsal estão ativos na

neuropatia diabética, com superexpressão do receptor P2X4.39 A analgesia após o uso de PRP,

acontece graças a imunomodulação desempenhada, inibição da via NK-κB em células imunes

e neuróglia, além de induzir a diferenciação dos macrófagos para o fenotipo M2. Os fatores de

crescimento podem estimular a regeneração neural através da ação direta nas fibras

danificadas. Além de induzir migração, proliferação e atividade biossintética em células

Schwann e MSCs, aumentando mielinização, recuperação neurológica e regeneração de

axônios.40 Na figura 30 está esquematizado alguns mecanismos onde o PRP atua na analgesia.
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Figura 30: PRP e Analgesia

Os tratamentos convencionais para úlceras de pé diabético, envolvem o

desbridamento, alívio da pressão no local e controle glicêmico, contudo na maioria dos casos

não há uma resposta efetiva do paciente. Como a fisiopatologia da úlcera crônica em

diabéticos se relaciona com baixos níveis de fatores de crescimento e alterações de

mecanismos celulares e moleculares, o tratamento padrão não é capaz de restabelecer as

condições ideais para a cicatrização. Não existe um fator isolado exógeno que pode

efetivamente mediar todos os aspectos da resposta cicatricial, contudo as plaquetas são uma

fonte rica de fatores de crescimento e citocinas que estão envolvidas no processo natural de

cicatrização.41

Fatores de crescimento são moléculas de polipeptídeos que são biologicamente

ativos e funcionam de maneira parácrina ou autócrina, regulam quimiotaxia, migração,

divisão e proliferação celular, formação de ECM e interações celulares.34 Alguns produtos

comerciais com fatores de crescimento estão disponíveis no mercado, porém o PRP apresenta

uma maior variedade de fatores de crescimento, o que é melhor que fatores isolados e o custo

do seu preparo é muito menor do que produtos comerciais. Todos os estágios da cicatrização
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de feridas são regulados por fatores de crescimento secretados por plaquetas na fase inicial ou

por células pró-inflamatórias. Esses fatores de crescimento alteram a atividade e morfologia

de fibroblastos, queratinócitos e células epiteliais, levando a mudanças na ECM e produção de

fatores de crescimento pelas células do tecido. Assim, o gel de PRP é uma forma de suprir

essas deficiências encontradas nas úlceras diabéticas.42

Para demonstrar o papel do TGF-β1 na cicatrização cutânea in vivo, Chong et al

usaram um rato transgênico knockout onde megacariócitos e plaquetas não sintetizam

TGF-β1. Foi utilizado modelo de úlcera excisional, e foi demonstrado que TGF-β1 aparenta

promover a proliferação de queratinócitos e o remodelamento e regeneração da camada

epidérmica.43 Os fibroblastos são os principais mediadores da cicatrização de úlceras, estudos

in vitro demonstraram que fibroblastos apresentaram aumento significativo em sua

proliferação quando tratado com PRP em relação aos não tratados. Em relação a modulação

de sua secreção de fatores de crescimento, o PDGF atingiu o pico antes da proliferação de

fibroblastos, a secreção de IGF-1 e TGF-β1 aumentaram gradualmente atingindo pico

máximo entre 4 a 6 dias pós-tratamento. A concentração de VEGF foi menor que a

concentração de outros fatores de crescimento, porém aumentou conforme aumentou a

proliferação celular.44. Cho et al45 demonstrou que o PRP aumentou a síntese de colágeno tipo

I, expressão de MMP-1 e MMP-2 em fibroblastos de pele humana, além de aumentar a

expressão da proteína alfa actina de músculos lisos. Estudos mais recentes demonstraram que

o PRP promove a proliferação de fibroblastos via ativação da sinalização ERK1/2, além de

regulação de apoptose via sinalização AKT.46

O PRP tem se demonstrado efetivo e seguro para úlceras crônicas. A meta-análise

realizada por Xia et al47 com 15 estudos clínicos entre 2000 a 2018 demonstrou que o grupo

de pacientes tratados com PRP teve mais úlceras cicatrizadas em comparação ao grupo

controle, sendo a diferença entre os grupos estatisticamente significativa. Contudo, mais

estudos prospectivos precisam ser realizados para validar os resultados.47 Uma revisão

sistemática realizada por Del Pino-Sedeno mostrou que terapia com PRP impactou

positivamente a cicatrização de úlceras e é uma opção segura para o tratamento de DFU

crônica. A principal limitação desta revisão foi o baixo número e qualidade dos estudos.48

Liao et al49 avaliou a eficácia e segurança do PRP alogênico em comparação ao controle, após



58

30 dias foi observado redução de exsudato inflamatório e não foi observado nenhum tipo de

reação de rejeição. A taxa de cicatrização foi muito mais rápida no grupo tratado com PRP

alogênico em comparação ao grupo controle.49 Esses estudos além de demonstrar o potencial

do uso do PRP para tratamento de DFU, também trazem a problemática da dificuldade na

comparação entre estudos devido ao baixo número e falta de padronização.

Sobre a composição de proteínas do PRP, ainda não há muitos estudos sobre a

expressão de padrões de proteínas ativas no PRP. Lee et al identificaram 125 proteínas

relacionadas com a cicatrização de feridas, 3 com angiogênese, 2 para migração de

fibroblastos, 4 relacionadas com processo de biossíntese de colágeno, 2 para o processo de

síntese de glicosaminoglicanos e 13 proteínas relacionadas a ligação de glicosaminoglicanos.

Além dos fatores de crescimento que já são conhecidos por estarem envolvidos na

cicatrização de tecidos, 25 novas proteínas foram identificadas.50

A principal vantagem do PRP inclui poucos efeitos colaterais, facilidade na

técnica de preparo e ótimo custo-benefício. Porém, a falta de padronização no preparo dos

produtos e nos sistemas de classificação levam a uma diversidade de produtos de PRP, que

são descritos com diversas terminologias e abreviações. E assim, como consequências, devido

a variações em seu preparo, pode haver diferenças nos desfechos clínicos e dificuldade na

comparação entre estudos. 51

O PRP é um promissor recurso para processos regenerativos, sendo cada vez mais

difundidos os seus benefícios para cicatrização de úlceras modulando a resposta inflamatória,

angiogênese, proliferação e migração celular. Contudo, ainda é necessário grandes estudos

clínicos com métodos de processamento e tratamentos rigorosamente padronizados. Mesmo

diante da diversidade de protocolos de preparo, esquemas de tratamentos e formas de

aplicação, o uso do PRP no presente estudo demonstrou uma capacidade regenerativa

significativa, que pode ser explorada e aprimorada cada vez mais para que se obtenha a maior

eficácia desse produto autólogo.



59

8. CONCLUSÃO

O uso de gel de PRP se mostrou efetivo na cicatrização de úlceras diabéticas crônicas, além

de propiciar melhora no quadro de dor. A cicatrização ocorreu sem hipertrofia, com excelente

qualidade de pele e sem a ocorrência de eventos adversos. Os resultados observados podem

ser atribuídos a liberação de fatores bioativos dos grânulos-α que agiram na cicatrização e

regeneração do tecido. Assim, o PRP tem potencial para ser um tratamento de úlceras de pé

diabético.
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