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RESUMO
Ferida do pé diabético é uma das complicagdes cronicas do Diabetes Mellitus (DM), de dificil
manejo ¢ de grande impacto na qualidade de vida dos pacientes. Os locais de maiores
incidéncias sdo os pés e tornozelos, sendo importante causa de amputagdes de membros
inferiores. Os fatores de risco envolvem um mal controle glicémico, neuropatia diabética e
alteracdes vasculares. A prevaléncia de ulceras ¢ maior em homens do que em mulheres,
sendo também maior em DM tipo II do que no tipo I. O manejo dessas tlceras ¢ complexo,
devido a dificuldade de cicatrizacdo desenvolvida no DM. Ha uma busca por novos
tratamentos que proporcionem uma cicatrizacdo efetiva, assim um possivel tratamento poderia
ser o uso do Plasma Rico em Plaquetas (PRP), um produto hemoterapico autélogo, com
grande potencial terapéutico na regeneracao tissular e analgesia, devido a moléculas bioativas,
fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas liberadas pelos granulos alfa, presentes nas
plaquetas. Nesse estudo, foram tratados com gel de PRP tlceras de 4 pacientes acompanhados
pelo Ambulatério de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da UNICAMP, que nao foram
responsivos a nenhum dos tratamentos convencionais utilizados previamente. Em todos os
pacientes houve cicatrizagao da ulcera, e aquelas em locais que ndo havia pressao prolongada,
ndo houve recidiva. Foi relatado analgesia por todos os pacientes, com remissao total da dor
apos poucas aplicacdes. O PRP tem potencial para ser importante instrumento para tratamento
das ulceras do pé diabético, auxiliando na cicatrizacdo e diminuindo o tempo de recuperagao,

melhorando assim a qualidade de vida destes pacientes.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Ulcera de Pé Diabético; Plasma Rico em Plaquetas;
Cicatrizagdo; 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 Clinicas-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. INTRODUCAO
1.1 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma desordem endocrina e metabodlica caracterizada por
hiperglicemia cronica. Sua classificacdo ¢ baseada em sua etiologia, sendo o tipo 1 (DM1)
caracterizado pela producado insuficiente ou ausente de insulina pelas células-f pancreaticas, o
tipo 2 (DM2) quando o organismo desenvolve resisténcia a acdo da insulina e Diabetes
Mellitus gestacional que ocorre quando ha resisténcia insulinica desencadeada principalmente
por hormonios gestacionais.'? Os fatores de risco para o desenvolvimento de DM sdo
multifatoriais, sendo os fatores genéticos mais relacionados com o DMI. Ja os fatores
associados com e etnia, historico familiar, idade, e estilo de vida como obesidade,
sedentarismo, dieta desbalanceada estdo mais relacionados ao desenvolvimento de DM2.%*

De acordo com a Federagdo Internacional de Diabetes, ¢ estimado que 537
milhdes de adultos (20-79 anos) atualmente vivem com DM. Isso representa 10,5% da
populag¢do mundial nesse grupo etario. E previsto que esse nimero aumente para 643 milhdes
(11,3%) em 2030 e para 783 milhdes (12,2%) em 2045.° Essa estimativa ¢ alarmante tanto do
ponto de vista da qualidade de vida das pessoas quanto para os gastos publicos para o manejo
do DM e de suas complicagdes.

A hiperglicemia cronica € o ponto em comum dentre todos os tipos de DM, sendo
que seus efeitos deletérios se estendem para diversas estruturas e impactam muitas fungdes do
organismo.* As complica¢des causadas pelo DM sdo, em sua grande maioria, cronicas e estdo
diretamente relacionadas com o aumento da taxa de morbidade e mortalidade. Dentre essas
complicagdes, estdo as desordens em microcirculagdo, que podem levar ao desenvolvimento
de nefropatia, retinopatia, neuropatia, problemas na cicatrizacdo e cardiovasculares. O
estresse oxidativo é um fator critico e determinante nessas complicagdes. *°

As vias metabolicas como a glicolitica, da hexosamina, proteina C Quinase, Poliol
e de produtos finais de glicacdo (AGEs) sdo vias pro-oxidativas e geralmente estdo hiperativas
em diabéticos, sendo responsaveis pelo aumento do estresse oxidativo, devido a um
desbalanco redox, causada pela supressao de enzimas antioxidantes ¢ de defesas antioxidantes
ndo enzimaticas. O estresse oxidativo ¢ responsavel por danos em membranas e biomoléculas

essenciais, como DNA, proteinas e lipidios (Figura 1).°
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Figura 1: Oxidacio de glicose e estresse oxidativo induzido por hiperglicemia: A produgio de
radicais livres é aumentada em condigdes de hiperglicemia, levando a danos oxidativos ao DNA ¢ a
uma ativacdo subsequente da poli [ADP-ribose] polimerase 1, uma enzima reparadora de DNA. No
entanto, a atividade da enzima Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) ¢ inibida, resultando
no acumulo de Gliceraldeido-3-fosfato (GAP), que por sua vez leva a ativagdo de processos
pro-oxidativas incluindo as vias da hexosamina, poliol, proteina quinase e produtos finais de glicacao
proteica (Ighodaro,2018).°

Do ponto de vista metabodlico, o DM causa muitas disfun¢des, favorecendo as
complicagdes associadas. No que diz respeito a cicatrizagio no DM, os distarbios
relacionados aos pés ou membros inferiores, como ulceragdo, infeccdo ou gangrena sao
indicagdes frequentes de hospitalizagdo.” A tlcera de pé diabético (DFU) ou somente pé
diabetico, como ¢ popularmente conhecida, ¢ uma complicagdo frequente entre diabéticos, e
caso nao seja realizado um manejo adequado e efetivo, pode levar a amputacdo de membros
inferiores nos casos mais graves. As ulceras podem ser desencadeadas por mau controle

glicémico, neuropatia periférica diabética, doenca vascular periférica (isquemia), traumas
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fisicos e alta pressdo plantar.® O manejo de DFU permanece sendo um desafio terapéutico e
financeiro pelo mundo.’

O tratamento para DFU representa cerca de '3 do custo total dos cuidados
diabéticos. Além dos altos custos para os sistemas de saude, aproximadamente 20% dos
pacientes possuem ulceras que ndo cicatrizam em um ano. E mesmo nos casos de
cicatrizacdo, a recorréncia de ulceras é em torno de 40% de pacientes dentro de um ano."
Além dos fatores de risco para desenvolvimento de DFU, a disfungdo no processo cicatricial
causado pelo DM leva a exacerbagdo das tulceras, assim um pequeno ferimento pode atingir

grandes propor¢des e cronicidade.

1.2 Cicatrizacgao fisiolégica de ulceras

A pele ¢ uma estrutura complexa, oferece protegdo aos Orgaos internos contra
agressdes externas, promove integridade fisica, protecdo imunologica, além de controle de
temperatura e percepgdes sensoriais.!' Os fatores externos sdo prejudiciais para a pele em
niveis microscopicos como na desnaturacao e degradacdo de proteinas, senescéncia celular,
apoptose e diferenciacdo anormal, mas também a nivel macroscopicos, como observado em
feridas e fibrose."

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 ¢ a epiderme
composta principalmente por queratinocitos, melandcitos, células Merkel e células
Langerhans. A camada mais interna ¢ a derme, e do ponto de vista estrutural ¢ a mais
complexa, sendo composta de fibroblastos, glandulas sudoriparas, vasos linfaticos, tecido
vascular e tecido nervoso. Abaixo dessas camadas hé o tecido subcutaneo adjacente, também
chamado de hipoderme. Todas essas estruturas interagem e coordenam mudangas moleculares
para o reparo da pele quando ocorre injliria ou com o envelhecimento.'* Além disso, hospeda
um nicho imunolégico especializado e crucial para manter a hemostasia dos tecido.'

Peptideos antimicrobianos e lipidios sdo secretados na superficie externa da pele
para controle microbiologico. Os queratindcitos, um dos principais constituintes da epiderme,
expressam receptores do tipo Toll (TLRs) sendo fator essencial para o reconhecimento de
patdgenos (PAMPs) e também padrdes moleculares associados a danos (DAMPs), produzindo

assim citocinas inflamatérias e quimiocinas como IL-1fB, IL-8, CCL20 (recrutamento de
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neutréfilos para o local).” Os fibroblastos sdo células estruturais da derme e também
expressam TLRs desempenhando papel importante para o reconhecimento de patdogenos. A
sinalizagdo TRL4 resulta na sintese de citocinas inflamatorias como IL-6, IL-8 e CCL2 que
sd0 quimioatraentes para mondcitos.'® Células T de memoria também compdem as defesas
imunoldgicas da pele, mantendo uma vigilancia imunoldgica e sendo crucial para iniciar uma
resposta imune robusta. As células de Langerhans sdo fagdcitos mononucleares, siao
apresentadores de antigenos para as células T na epiderme, € na derme esse papel ¢
desempenhado pelas células dendriticas. Os macrofagos, também sdo células apresentadoras
de antigenos, sdo sensiveis a PAMPs e DAMPs, mas além de respostas imunes, exercem
funcdo de hemostasia do tecido através de apropriado mecanismo anti-inflamatério, o que

contribui para cicatriza¢io de feridas (Figura 2)."”

Epidermis

Dermis

Figura 2: Estrutura da pele e células da barreira imunolégica local (Chambers and
Vukmanovic-Stejic)."”
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A cicatrizagdo da pele € um processo extremamente coordenado e complexo que
permite que um pequeno corte cicatrize de maneira eficiente em poucos dias. Em condic¢des
fisiologicas, envolve migracdo e sinalizagdo celular, niveis apropriados de inflamacdo e
angiogénese.'®!"” Quando, por algum motivo esse reparo ocorre inadequadamente, pode-se ter
dois desfechos principais, ou a formagdo excessiva de tecido cicatricial (cicatriz hipertrofica
ou queloide) ou as ulceras cronicas, que sao definidas como um defeito na barreira que nao
cicatriza em trés meses.'® O processo fisioldgico de cicatrizagdo ocorre em etapas sequenciais
e distintas mas que em certos momentos podem se sobrepor, sdo elas a hemostasia,
inflamagdo, prolifera¢do e remodelamento."

A hemostasia ¢ a primeira resposta a uma injuria, onde o fator tecidual ¢ exposto
na parede dos vasos sanguineos apos comprometimento da vasculatura, iniciando a cascata de
coagulagdo, realizada principalmente pelas plaquetas nesse momento. O coagulo na ferida ¢
insoluvel e consiste em fibrina, sendo sua fun¢do primaria conter o sangramento, e além disso
funciona como molde para queratindcitos, para infiltragdo de células imunes na area da ferida
e também como reservatdrio para citocinas e fatores de crescimento.'* Além de seu papel na
formagdo do coagulo, as plaquetas liberam moléculas bioativas, como fatores de crescimento
e citocinas que estimulam células residentes da pele como os fibroblastos e queratinocitos.?
O PDGF liberado pelas plaquetas promove a quimiotaxia de neutrdfilos e macréfagos,
estimula a produgdo de fatores de crescimento e citocinas importantes para a cicatrizacao da
ferida. Os macrofagos também possuem capacidade de secretar diversos fatores de
crescimento, incluindo TGF-B1, VEGF, PDGF e FGF-2.!

A fase inflamatoria ¢ complexa e modulada por muitos fatores intrinsecos e
extrinsecos. E caracterizada pelo influxo de células imunes, como neutrdéfilos, monocitos e
linfécitos. Neste estagio ha altos niveis de mediadores pro-inflamatérios, para o recrutamento
de outras células imunes periféricas. O objetivo da fase inflamatoria ¢ afastar quaisquer
patdgenos que tenham entrado no local da ferida e prevenir infec¢des. Além disso, fagocitos
fazem a remocgdo de debris celulares.'

A primeira defesa ¢ a resposta imune inata, iniciada pela ativacao de células
residentes como mastocitos, células Langerhans, células T e macrofagos por DAMPs
liberados por células necroticas e tecido lesado, e PAMPs de componentes bacterianos.

Neutrofilos sdo os primeiros a chegar no local da injuria, sdo atraidos por IL-1, TNF-a, e
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endotoxinas bacterianas em casos de infeccdo. Em resposta a sinais pro-inflamatdrios os
neutrofilos e outras células no local liberam suas proprias citocinas. Neutrofilos fazem a
remog¢ao de tecido necrotico e patdogenos via fagocitose, liberam ROS, peptideos
antimicrobianos, eicosanoides, enzimas proteoliticas e também liberam NETs. Na auséncia
de infeccdo, o nimero de neutréfilos do local da ferida diminui em poucos dias e os
macrofagos os removem por esferocitose. Os neutrofilos remanescentes sdo removidos por
apoptose, necrose ou fagocitose, ou podem sair do tecido inflamado e retornar para circulacao
através da migragdo reversa.

Ainda na fase inflamatoria, os mondcitos circulantes entram no tecido da ferida
onde se diferenciam em macrdéfagos. Os macrofagos sdo as células efetoras no reparo tecidual
desempenhando papéis versateis e de alta plasticidade, além de removerem debris celulares
necréticos. Sao tradicionalmente divididos em M1 de fenotipo pro-inflamatorio e M2 de
fenotipo anti-inflamatério. M1 sdo induzidos por estimulo inflamatério como LPS e IFN-y e
promovem inflamacdo pela liberagdo de ROS, e citocinas inflamatérias (IL-1B, IL-6 e
TNF-a), também secretam fatores de crescimento (VEGF e PDGF), induzem a proliferagao e
migracao de fibroblastos, fagocitam neutréfilos apoptédticos. Nos estagios mais tardios da
inflamagdo sdo caracterizados pela transicdo para M2, que por sua vez expressam citocinas
(IL-4, IL-10, IL-13) capazes de imunomodulacdo como a IL-10 e arginase, também liberam
fatores de crescimento para promover re-epitelizagdo, fibroplasia e angiogénese, sao as
principais fontes de TGF-B e induz a diferenciac¢do de fibroblastos para miofibroblastos.'**

Na sequéncia, acontece a fase proliferativa sendo marcada pela substitui¢ao do
coagulo de fibrina por tecido de granulagdo, e pela intensa ativacdo de queratinocitos,
fibroblastos, macrofagos e células endoteliais, para orquestrar o fechamento da ferida,
deposi¢do de ECM e angiogénese.'* O coagulo de fibrina (matriz provisoria) é degradado por
MMP produzidas pelos fibroblastos, sendo substituido por tecido de granulagdo rico em
fibronectina, colageno imaturo e proteoglicanos. Esse tecido de granulacdo age como
arcabouco para a migragdo e diferenciacao de células da regido da ferida, dando suporte a
formagdo de novos vasos sanguineos e deposi¢io de ECM madura.”> Nesse momento 0s
fibroblastos residentes e derivados mesenquimais respondem a diversas moléculas incluindo
TGF-B e PDGF. Essa sinalizacdo direciona os fibroblastos tanto para ser pro-fibrotico

sintetizando proteinas de ECM ou para se diferenciar em miofibroblastos, o que ajuda na



23

contragdo da ferida. Novos vasos sanguineos sdo formados para suprir as demandas
metabolicas (entrega de oxigénio e de nutrientes) de um tecido altamente proliferativo.'® A
angiogénese ¢ desencadeada por hipoxia, expressao de HIFs e liberacdo subsequente de
VEGEF e outros fatores. Em resposta a essas mudangas, células endoteliais microvasculares
proliferam e migram pro leito da tlcera, formando novos vasos que se fundem com outros. O
VEGF previne a apoptose de células epiteliais pois regula positivamente proteinas
anti-apoptoticas 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-a, VEGF e TGF-p), impulsionando assim a migragdo endotelial.*’

Ainda na fase proliferativa, os fibroblastos se diferenciam para miofibroblastos
que sao responsaveis por promover forca de contracdo no fechamento da ferida. Tanto o
fibroblasto quanto o miofibroblasto iniciam a sintese de fibras imaturas de colageno tipo III
que atuam na formagdo de nova ECM.* As mudangas na tensdo mecanica e gradientes
elétricos, e também fatores de crescimento e citocinas ativam os queratindcitos, que por sua
vez na borda da ferida sofrem transi¢do para um fenotipo mais invasivo, migrando
lateralmente através da ferida para refazer a camada epidérmica, processo chamado
re-epitelizagdo. Queratindcitos na nova epiderme libera MMPs para auxiliar na sua migragao,
sendo MMP-1 e MMP-9 essenciais pois ajudam na dissociagdo de receptores de integrina.
Quando os queratinécitos dos lados opostos se encontram, a migracdo termina € uma fina
camada ¢ formada, e eles formam novas adesdes a matriz subjacente. Assim os queratindcitos
reformam completamente a membrana basal e sofrem diferenciagdo terminal, para estratificar
e regenerar a epiderme.'®*

Na fase de remodelamento, hd uma busca pela restauragcdo da arquitetura original
do tecido lesado. Muitas células imunes, células endoteliais, ¢ miofibroblastos sofrem
apoptose ou sdo removidos da ferida, restando principalmente a nova ECM recém sintetizada
e MMPs que removem o excesso de colageno, auxiliando na reducdo da formagdo de
cicatrizes.'"* Além disso, as fibras imaturas do colageno tipo III da fase proliferativa sdo
substituidas por coldgeno maduro tipo I, aumentando diretamente a forca ténsil do tecido em
cicatrizacdo. Essas mudancas da ECM necessitam de um fino balango entre a degradagdo e
sintese de colageno, alcangado pela regulagdo temporal de MMPs (Produzido por M2,

fibroblastos e queratindcitos).”? Uma vez iniciada, a fase de remodelamento pode continuar
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por até 1 ano apds injuria." Quando as células do tecido de granulagido ndo sofrem apoptose
na fase de remodelamento, cicatrizes hipertroficas tendem a ser formadas.*

Os fatores de crescimento sdo essenciais durante todo o processo de reparo da
pele, coordenando diversos eventos. Na tabela 1 estdo descritos os principais fatores de
crescimento envolvidos no processo de cicatrizagdo, suas agdes € a etapa da cicatrizagdo onde

principalmente exercem seus efeitos. A cicatrizacdo fisiologica estd esquematizada na figura

3.

Tabela 1: Fatores de crescimento envolvidos no reparo tecidual

Fatores de Acio Fase da Cicatrizacao

Crescimento

PDGF Estimula a sintese de proteinas e | Um dos principais fatores
colageno; Quimiotaxia de | secretados apdés o dano e
monocitos, neutréfilos, | promove reagoes celulares
fibroblastos e células musculares | através de todas as fases do
lisas; Proliferacdo e migracdo de | processo de cicatrizacao.
células endoteliais.

EGF Proliferacao de células epiteliais e | Encontrado em maiores niveis no
queratindcitos assim como em sua | inicio do processo cicatricial.
diferenciagdo, crescimento e
migragao.

FGF Suporte para epitelizagdo, estimula | Re-epitelizacdo, angiogénese e
a libera¢dao de TGF-a; Proliferagao | formagao de tecido de
de fibroblastos; Actmulo de | granulagao.
colageno; Acelera formacdo de
tecido de granulagao;

IGF Efeito potencializado quando em | Ativamente envolvido na fase
combinagdo com outros fatores de | inflamatéria e  proliferativa;
crescimento como o PDGF e EGF; | Fibroblastos secretam IGF-1 que
Migracdo de queratindcitos e | exerce efeito autdcrino.
aumento do reparo tecidual.

VEGF Exerce um forte efeito paracrino | Principal fator de crescimento
nas células endoteliais. responsavel  por iniciar a

angiogénese no tecido de
granulagao.

TGF-B Diferenciacdo de fibroblasto e | O TGF-B possui 3 isoformas,
miofibroblasto; Deposicdo de |sendo que o TGF-f3 esta
ECM; Produg¢do de coldgeno e | relacionado com angiogénese € o
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fibronectina; Inibicdo de atividade | TGF-B1 e TGF-B2 associados
de MMP. com cicatriz e fibrose.

HGF Regulacdo do crescimento celular, | Diretamente relacionado com
motilidade e morfogénese em | reparo epitelial, formagdo de
células epiteliais e endoteliais; | tecido de granulagdo e
Efeito sinérgico com o VEGF | neovascularizagao.
sobre células endoteliais,
promovendo efeito angiogénico
mais intenso.

KGF Proliferacdo e migracdo de | Principalmente na fase de
queratindcitos;  Aumento  da [ remodelamento.
proliferagao de células epiteliais.

Fonte: Chicharro-Alcéantara®
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Figura 3: Cicatrizacio fisiologica de feridas: Apods a injuria tecidual, a primeira fase de cicatrizacio
¢ hemostasia, o influxo de células aumenta para o local. A fase inflamatoria é iniciada e quando ¢
finalizada, a fase proliferativa inicia sendo caracterizada por angiogénese, sintese de colageno, e
deposicao de matriz extracelular. A ultima fase é o remodelamento, onde o colageno tipo III ¢
substituido por colageno tipo I, macrofagos retornam para fenotipo fagocitico e ha aumento de forga
ténsil da ferida, remodelamento de ECM e epitelizagdo. O fechamento da ferida é o marco final do
processo de cicatrizagdo (Leme et al, 2022).%*
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1.3 Patofisiologia de tlceras cronicas

r

O processo de cicatrizacdo ¢ extremamente coordenado, € caso os eventos
celulares e moleculares envolvidos ndo ocorram de forma adequada e ndo cicatrize em 3
meses ela ¢ considerada uma ulcera cronica. Dentre as principais Ulceras cronicas se destacam
as de etiologia diabética, venosa e de pressdo. A inflamacdo excessiva e persistente ¢ um
marco da maioria das tulceras cronicas, apresentando um aumento no influxo e retengdo de
células imunes inatas no local, o que pode inibir o processo de reparo tecidual.**

A DFU ¢ geralmente decorrente de complicagdes de neuropatia periférica,
deformidade dos pés e doenca arterial periférica, sendo que em pacientes diabéticos a
aterosclerose ¢ acelerada e afeta principalmente os vasos da tibia.”> De uma maneira geral,
pode-se atribuir a cronicidade das Ulceras ha uma produgdo prejudicada de fatores de
crescimento, resposta angiogénica inadequada e disfunc¢do de células endoteliais, acimulo de
colageno, migracdo e proliferacdo prejudicadas de queratindcitos e fibroblastos, estresse
oxidativo e desbalanco entre o acimulo de componentes extracelulares e suas proteases para o
remodelamento. Também ha prolongamento da fase inflamatéria com consequente atraso na
fase proliferativa.”>?

A hiperglicemia persistente compromete a fungdo de leucocitos, induz
senescéncia celular e causa glicagdo de componentes da ECM. Além disso, ¢ causada uma
disfungdo endotelial, diminuindo assim a sinalizacdo pré-angiogénica ¢ produgdo de NO,
ocasionando isquemia. Essa isquemia somada com as disfun¢des das células imunes, leva a
uma resposta inflamatdria inadequada. H4 escassez de miofibroblastos, os queratindcitos das
bordas da ferida expressam genes que refletem uma ativacdo parcial de proliferagdo, os
fibroblastos aparecem senescentes comprometendo a sintese de ECM, com capacidade de
migracdo menor e parecem ser ndo responsivos a sinalizacdo de fatores de crescimento,
refletido na redugdo dréstica dos niveis de receptores TGF-f. O tecido de granulacdo ¢
defeituoso e ndo nutre a cicatriza¢do, em parte devido a MMPs e uma infiltragao deficiente de
fibroblastos. Angiogénese € pobre e a fibrina restringe os vasos existentes, limitando a difusao
de oxigénio na ulcera, causando hipdxia. O tecido danificado € substituido por tecido

conectivo caracterizado por fibras de coldgeno densamente orientadas, formando cicatriz

sendo o grau de fibrose variavel entre individuos.*
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As bordas das ulceras em diabéticos costumam ser hiperqueratoticas e
paraqueratoticas, devido a células locais ndo expressarem diversos ciclos celulares,
diferenciagdo e marcadores desmossomos, sinaliza¢ao de fatores de crescimento prejudicada e
auséncia de foliculos pilosos. Ao mesmo tempo, a reconstituicdo da derme ¢ inibida
significativamente pelos altos niveis de proteases, que ndo somente quebram componentes de
ECM, mas que também degradam fatores de crescimento e também citocinas. AGEs também
induzem inflamacdo e estresse oxidativo via receptor RAGE.”® A neovascularizagdo ¢
comprometida pela expressdo reduzida do HIF-la e subsequente aumento do VEGF e do
SDF-1(recrutamento de progenitores endoteliais).”

Na inflamagdo prolongada no DFU had aumento na expressdo de citocinas
inflamatoérias (IL-1B, TNF-a), os macréfagos sdo os primeiros produtores de tais citocinas, €
no DM ele ndo faz a mudanga fenotipica e funcional como esperado, permanecendo em
estado pro-inflamatério. A hiperglicemia e o microambiente diabético conseguem mudar
epigeneticamente macrofagos, via modificacdo de histona ou expressdo de microRNA, para
fendtipo pro-inflamatorio. Os neutréfilos tendem a persistir por mais tempo na ferida pois sao
mais resistentes a apoptose e sua remogdo pelos macrofagos ¢ menos efetiva. E também
observada reducdo de células T CD4". Todas essas alteragdes, além de perpetuar o estado
inflamatorio, também aumentam a vulnerabilidade para infec¢des. Com inflamacao
persistente, hd aumento na produ¢do de MMP, principalmente MMP-1, MMP-8, MMP-9 ¢
diminui¢ao no TIMPs (inibidores). Esse desbalan¢o aumenta a degradagdo de ECM, prejudica
a migragdo celular e reduz a sintese de colageno.”

O tratamento padrao para DFU ja ¢ bem estabelecido e envolve desbridamento,
curativos, diminuicao da pressdao no local da ferida, antibidticos para casos onde ha infeccao
bacteriana, manejo da doenga vascular periférica quando presente, bom controle glicémico e
em Gltimo caso a amputagdo.” Em pacientes com alto grau de isquemia, ¢ realizada a
revascularizagdo do membro.” Contudo, muitos pacientes ndo respondem de forma efetiva, € o
desfecho da cicatrizagdo ndo ¢ o desejavel. Diante dessa dificuldade de manejo de DFU, ha
uma necessidade de novos tratamentos que visam uma cicatrizagdo mais efetiva. Nesse
contexto, a medicina regenerativa tem despertado interesse, ¢ o uso de PRP vem ganhando
destaque devido ao seu potencial de acelerar e estimular o processo de cicatrizagdo, além de

seu bom custo-beneficio, facilidade e agilidade de preparo.”
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O PRP ¢ definido como produto autélogo derivado do sangue, onde a
concentragdo de plaquetas é 2 a 5 vezes maior que no sangue circulante. O seu processamento
¢ feito por meio de centrifuga¢do, e quando as plaquetas sdo ativadas, liberam de seus
granulos-a. moléculas bioativas que atuam em processos de reparo e regeneragdo tecidual,

imunomodulagio, regula¢do de apoptose e analgesia.?**
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Figura 4: Moléculas bioativas liberadas por plaquetas e suas a¢des: quando ativadas as plaquetas
liberam citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que controlam o recrutamento, proliferagéo e
ativacdo de fibroblastos, neutrofilos, monocitos, SMCs, MSCs e outros tipos celulares criticos para a
cicatrizagdo de feridas. Também regulam a angiogénese em tecido danificado auxiliando na
recuperagdo da fungdo do tecido. Possuem capacidade de modular o balango entre apoptose e
sobrevivéncia celular, devido a sua capacidade de secretar mediadores pro-apoptoticos (Fas-L,
CD40L, TRAIL, TWEAK, and LIGHT) assim como anti-apoptdticos (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 cicatrizagdo, se destacam os fatores de crescimento, que regulam o
crescimento, diferenciacao, proliferagdo e metabolismo celular de diversos tipos celulares.
Promovendo assim, regeneracdo endotelial e epitelial, estimula angiogénese, sintese de
colageno, cicatrizacdo de tecidos e hemostasia. Dentre esses fatores se destacam PDGF, EGF,
HGF, FGF, IGF-1 e IGF-2, VEGF, TGF-B ¢ KGF.? Além de citocinas e quimiocinas que
auxiliam na modula¢ao do sistema imune.

Diante de todas as alteragdes desencadeadas pelo DM, as citocinas, quimiocinas €
fatores de crescimento liberados pelo PRP tem uma atuacdo em diversas etapas da
cicatrizacdo afetadas pelo DM. Ativacao do macréfago M2 por IL-4, IL-10, IL-13, e TGF-§,
restituicdo de fatores de crescimento depletados ou que foram menos sintetizados pelas
células, imunomodulacao da resposta inflamatéria auxiliando para a resolugdo dessa fase que
fica estagnada em diabéticos, assim permitindo que as fases subsequentes possam ocorrer,
sendo suporte trofico para a regido de ferida.*

Uma grande dificuldade em estudos com PRP ¢ a falta de padronizacao para o seu
preparo. O processamento consiste basicamente em centrifugagdo, porém o protocolo varia
bastante entre os grupos de pesquisa. Essas diferengas 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, ¢ fazendo célculos matematicos para determinar qual
a melhor forma de obtencdo de PRP para ter o méximo de recuperacao de plaquetas. Além
disso, o grupo realizou a quantificagdo das moléculas bioativas e caracterizagdo microscopica
do PRP. Desde entdo, ¢ utilizado pelo grupo de pesquisa o mesmo método de
processamento.’!*?

No que diz respeito a classificagdo do PRP, existem vdrias classificagdes
utilizadas que levam em consideragdo aspectos especificos, o que também causa dificuldades
envolvendo a comparagdo entre estudos. A tabela 2 mostra um resumo de todas as

classificacoes do PRP até o momento atual.



Tabela 2: Classificacoes do PRP ao longo do tem
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preparo descrito

Critério de Autores Detalhes da Classificacao
Classificacao
Primeiro método de | Anitua, 1999. Manual/Automatizado; forga de

centrifugacdo em G; melhores taxas de
centrifugacdo; método de ativagao.

M¢étodo 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 Sanchez et
al., 2007.

Liquido, gel or clot formulation; Método
de ativacdo; contagem final de
plaquetas; presenga ou nao de leucocitos.

Leucécitos e  outras
células hematopoiéticas

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

Presenca e contagem de Leucdcitos,
arquitetura de fibrina; sistema PAW
(Namero de plaquetas, ativagdo e
presenga de leucocitos); Presenca de
Leucocitos e contagem de neutrofilos.

classificagdo proposta

DEPA Magalon et al., 2016. | Dose de plaquetas injetadas; Eficiéncia
do processamento; Pureza do PRP;
Ativagao.

MARSPILL  (Células | Lana et al, 2017. Neutrofilos, monocitos e seus subtipos,

Hematopoéticas e linf6citos, macrofagos, células

componentes vermelhas e biomoléculas , liberacao de

moleculares) quimiocinas e interleucinas pelos
granulos alfa das plaquetas

ISTH( International | Harrison, 2018 Métodos de Preparo e Ativagdo:

Society of Thrombosis Concentracdo de plaquetas, sendo cada

and Hemostasis) um subdividido em trés.

ISBT (International
Society of  Blood
Transfusion)

Padronizagdo de lisado
plaquetario humano

Henschler et al, 2019

M¢étodo de preparo (sangue total/
concentragdo de plaquetas doadas)

Controle de Infecgdo (patogenos
aerobios € anaerobios, fungos,
endotoxinas, virus) ; Controle de
qualidade (presenca de microvesiculas
de  biomoléculas e fatores de
crescimento); Critérios de liberacdo do

produto final; Regulamentacao
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Classificacao
Bio-Produtos de PRP

2020

Acebes-Huerta et al.,

Bio-produtos de PRP: métodos de
extracdo e preparo, caracterizagdo de
Bio-produtos; ativagdo; congelamento
ou armazenamento sob refrigeragao;
tempo de armazenamento; controle de
qualidade dos fatores derivados de
plaquetas.

Classificacao
Protedmica

Lee et al, 2020

Proteinas identificadas relacionadas com
cicatrizacdo de feridas; neoangiogenese;
migracdo de fibroblastos; biossintese e
ligagdes de colageno e
glicosaminoglicanos.

Fonte: Adaptado de Luzo et al **

2.

OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a capacidade de a¢do do PRP na cicatrizacio de DFU de pacientes

atendidos no ambulatorio de Endocrinologia do Hospital de Clinicas da Unicamp, que ndo

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

ulceras.

2.2 Objetivos especificos

[ ]

[ ]

o
3.
nao ¢

Avaliar a evolugdo das feridas durante o tratamento com relagao a:

Diminuicao das dimensoes das feridas;
Profundidade e caracteristicas das bordas;

Intensidade da dor relatada pelo paciente.

JUSTIFICATIVA

A DFU ¢ uma complicagdo cronica do DM cujo tratamento convencional ainda

totalmente efetivo. Os tratamentos disponiveis incluem o desbridamento da ulcera,

alivio da press@o no local, controle da glicemia e controle de infec¢des, porém muitos

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

quadro mais grave que pode levar a amputagdo do membro, além dos impactos na qualidade
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de vida dos pacientes. Diante desse cenario, se faz necessario a busca por um tratamento
efetivo para DFU, visando a completa cicatrizagdo das ulceras e analgesia. Levando em
consideragdo as moléculas bioativas liberadas pelas plaquetas, e seus efeitos benéficos,
descritos em literatura, o PRP seria um possivel tratamento para DFU. Um outro fator

relevante no uso de PRP ¢ seu 6timo custo-beneficio, facilidade e agilidade de preparo.

4. HIPOTESE

Diante das dificuldades para o tratamento e completa cicatrizagao de DFU, o PRP
seria uma boa opg¢do de tratamento visto suas propriedades de regeneragdo tecidual,
imunomodulacdo, controle de proliferacdo celular e analgesia. Somado a isso, a facilidade
para seu preparo € os custos acessiveis tornam o gel de PRP um futuro candidato para

tratamento do DFU.

5. MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo clinico de fase I, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa sob o nimero CAAE: 94921018.3.0000.5404, sobre o uso compassivo do gel de
PRP para cicatrizagdo de tulceras diabéticas, de pacientes atendidos no ambulatério de
Endocrinologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP, que ndo foram responsivos aos

tratamentos convencionais.

Criterios de Inclusao:

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

e Portadores de Diabetes Mellitus tipo 2

e Portadores de ulceras de pé diabético de etiologia neuropatica, isquémica ou mista sem
melhora significativa da cicatrizagdo com os tratamentos convencionais utilizados;

e Pacientes que tiveram recidiva e reaparecimento das Ulceras apds a realizacdo de
tratamento convencional;

e Possuir estado cognitivo preservado;

e Nao estar em tratamento para neoplasia;
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e Nio estar em dialise;
e Nio apresentar quadro de insuficiéncia hepatica;
e Em tratamento no Ambulatério de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da

UNICAMP, com rotina de retornos semanais.

Critérios de Exclusao:
e Pacientes com sinais clinicos de infec¢ao sistémica: febre, calafrio, hipotensao;
e Pacientes com sinais de isquemia aguda;
e Pacientes com necrose bolhosa;
e Pacientes com neoplasias;
e Pacientes com cirrose hepatica;
e Pacientes com problemas cognitivos que ndo permitisse a compreensao do TCLE;
e Pacientes que apresentaram melhora e cicatrizagdo das ulceras com tratamentos
convencionais;

e Pacientes que nao compreenderam ou nao aceitaram assinar o TCLE.

Interrupcio do estudo: O estudo poderia ser interrompido caso o paciente ndo apresentasse

nenhum quadro de melhora da cicatrizagdo ou ndo quisesse mais participar.

O TCLE foi aplicado aos pacientes por membros da equipe de pesquisa. Foi
realizada a leitura conjunta com os pacientes, ¢ os mesmos puderam fazer seus
questionamentos. ApoOs 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 participagdo no estudo a qualquer

momento.
5.1 Preparo e aplicacido do gel de PRP

Para preparo do PRP foi coletado sangue periférico dos participantes, por pun¢ao
venosa em membro superior, com garroteamento e assepsia do local da pung¢do. 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 obtencdo de

trombina autdloga para gelificagao do PRP.
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A quantidade de sangue coletado era dependente do hematocrito do paciente e
também do tamanho das ulceras que seriam tratadas. As aplicagdes aconteciam uma vez por
semana, ¢ cada coleta variava em torno de 2 a 18 tubos de 10 mL de sangue em tubo com
anticoagulante ACD-A. O numero de tubos secos com gel separador também variava

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

A obtengdo do PRP * foi realizada por meio de duas centrifuga¢des consecutivas
do sangue colhido no tubo ACD-A. A primeira delas em 100g por 13 min, apoOs essa etapa
todo o plasma e buffy-coat foram transferidos para um tubo de centrifugacdo de fundo conico,
evitando a transferéncia de hemacias. Em seguida, era realizada uma nova centrifugagdo de
400g por 13 min. Para obtencdo do PRP, foram descartados 10% da por¢do superior do

plasma, e o restante corresponde ao PRP.

Para obtencdo da trombina autdloga, o sangue coletado no tubo seco foi
centrifugado a 3000 rpm por 7 min. Para a gelificagdo do PRP, as propor¢des utilizadas de
gluconato de célcio e de trombina autdloga foram 1:3 e 1:5, respectivamente, em relagdo ao
volume de PRP. A gelificagdo ocorria rapidamente, portanto apos o gluconato de célcio e
trombina autdloga serem colocados no PRP, o tubo era agitado 5 vezes aproximadamente por
inversdo, e o conteudo transferido para uma placa de petri estéril. Todo o processamento era

feito em cabine de fluxo laminar de classe 5 (Figura 5).

t 1)

J Descartar 10%
- | Plasma ‘ -
[ Buffy coat N
— , { 3
o) T o l PRP
100g— 13min L @
— PRP
‘ >
Ativagio com gluconato de
oo calcio ¥4 em relagio ao
- - volume de PRP
400g—13min

Tubo com anticoagulante  ACD-A
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Obtengio de trombina 2= 1% de trombina em relagdo ao

autologa 1e—] volume de PRP

- R

PRP {ativado com gluconato de calcio)

'>. Soro
=) “ (contém trombina autéloga)

Figura 5: Processamento e gelificacdo do PRP. Fonte: do autor.

O gel de PRP era levado até o ambulatorio, a tlcera era limpa com soro
fisiologico 0, 9% e o curativo feito com o novo gel. Os pacientes eram instruidos a ndo retirar
o curativo até o proximo retorno. A quantidade de gel produzido era varidvel, 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 Aplicacao da Escala Analégica Visual (EVA), registro fotografico das feridas e

obtencao de histérico médico

Todas as semanas, a escala EVA (Figura 6) foi aplicada para aferir a intensidade
da dor do paciente. As tlceras foram fotografadas semanalmente. Uma régua era posicionada
ao lado das tlceras no momento do registro fotografico, para acompanhamento da evolugao
em medida das tulceras. O historico médico dos pacientes foi obtido por meio do prontuario do

ambulatorio de Endocrinologia do Hospital de Clinicas da Unicamp.

"f’m ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA ""m

Figura 6: Escala Visual Analogica (EVA) utilizada para afericdo da intensidade da dor.
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6. RESULTADOS
6.1 Gel de PRP

Com a formulagdo utilizada, a consisténcia obtida do gel de PRP esta

demonstrada na figura 7a. A cada semana o curativo era removido, a tlcera 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 aplicagdo. B) Troca de curativo e aplicacdo tdpica
do gel de PRP.

6.2 Relatos de Casos

Participante 1: Paciente de 68 anos, sexo masculino, diabético tipo 2 ha 20 anos, com
histérico médico de  transplante renal em 2011, hipertensdo arterial sistémica e
coronariopatia. ~ Apresentou ulceras profundas de etiologia mista (venosa, vascular e
microangiopatica), as quais apareceram espontaneamente sem origem traumatica, por um
periodo de 11 meses em membro inferior esquerdo, apresentando piora progressiva. As
ulceras estavam espalhadas, sendo duas maiores e algumas outras menores. As duas ulceras
maiores e mais profundas, que foram denominadas de tlcera 1 e tlcera 2, foram as escolhidas
para tratamento com gel de PRP. A tlcera 1 estava localizada na face anterior da perna e a

ulcera 2 estava localizada no maléolo lateral esquerdo.
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Além das tlceras, o paciente também apresentava um quadro de dor cronica
intensa, em queimacao, continua, no local das ulceras, E.V.A. 10/10. em terapia analgésica
com derivado opioide, apresentava pouca resposta com permanéncia do quadro intenso de
dor. Nao apresentou resposta as terapias topicas convencionais ao longo dos 11 meses. Como
resultado a esse quadro, apresentava dificuldades de locomogao, necessitando de cadeiras de
rodas. O paciente foi internado no Hospital das Clinicas da Unicamp, sendo avaliado pelo
departamento de Cirurgia Vascular que contraindicou um tratamento cirargico devido ao
quadro clinico de base do paciente. Em relacdo ao perfil glicémico, o paciente apresentou em
média glicemia de 143,67 + 55,69 mg/dl e de hemoglobina glicada 9,13 + 0,58 %. Em média,
o numero de plaquetas foi 270.500 £ 35.100 /ul e o hematdcrito 43,49 + 1,98 %.

A tulcera 1 foi a primeira a ser tratada, e a tlcera 2 comegou a ser tratada na
semana seguinte. Ambas apresentavam necrose nas bordas e isquemia do tecido ao redor,
porém sem infeccdo. Apds a primeira semana do inicio do tratamento, o paciente relatou
reducdo importante da dor na ulcera tratada em relagdo as demais, sendo que o mesmo relatou

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

As dimensdes da ulcera 1 pré-PRP eram de 8 cm x 4 cm, sendo a melhora
progressiva a cada semana. ApoOs 5 aplicagdes topicas do gel de PRP, as dimensdes nao
mudaram muito, contudo ¢ possivel observar a melhora na qualidade da pele ao redor da
ulcera, o tecido de granulagdo se formando e a cicatrizagcao ocorrendo do leito da tlcera para o
exterior. Apds 8 aplicacdes topicas do gel de PRP, as dimensdes da ferida eram 8 cm x 2,5
cm, com bordas bem definidas, pele adjacente rosada demonstrando boa vascularizagdo do
tecido (Figura 8). Foi observado um processo intenso de proliferacao (hipergranulagio) e uma
biopsia foi realizada, sendo o resultado negativo para malignidade. O tecido de
hipergranulagdo foi tratado com papaina a 3%, apresentando regressao em 3 semanas. Apos
17 semanas da ultima aplicagdo do PRP a ulcera 1 estava completamente cicatrizada (Figura

9).

Durante todo o tratamento e mesmo ap6s o fim das aplicacdes topicas do gel de
PRP, as ulceras ndo apresentaram nenhuma intercorréncia como infec¢cdo. O paciente foi
acompanhado por 3 anos, € a perna esquerda ndo teve nenhuma recidiva de ulcera e a dor

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

significativa na qualidade de vida e locomocao, ndo necessitando mais usar cadeira de rodas.

A evolucao da tulcera 2 ocorreu de forma semelhante a tlcera 1, porém nao foi
observado hipergranulagdo, e no intuito de evitar que esta ocorresse apds 8 aplicagdes topicas
de PRP foi finalizado o tratamento. As dimensdes da ulcera 2 pré-PRP era de 3 cm x 6 cm,
apods 6 aplicacdes o tamanho era de 3 cm x 5 cm, no entanto apesar de o tamanho da ulcera
nao ter diminuido muito era perceptivel que a ulcera estava bem superficial, indicando a
cicatrizagdo ocorrendo do interior para exterior. Apds 7 aplicagdes, a ulcera tinha um tamanho
de 3 cm x 4 cm (Figura 11). Apds o término das aplicacdes do PRP, a cicatrizagdo da tlcera 2
continuou evoluindo de forma favoravel. A tlcera 2 cicatrizou quase que totalmente apds 7

semanas do fim das aplicagdes topicas do gel de PRP (Figura 12). De maneira semelhante a

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

(Figura 13).

Fiura 8: Evoluc;ioyd“a ulcera 1 do participan(e 1 ém uso do gel de PRP. A) Ulcera 1 pr—RP. )

Ulcera 1 ap6s 8 topicas aplicagdes de PRP.
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Figura 9: Evolucdo da tlcera 1 do participante 1 apés uso do gel de PRP. A) Ulcera 1 apés 3
semanas do fim das aplicagdes topicas do gel de PRP. B) Ulcera 1 apés 6 semanas do fim das
aplicagdes topicas do gel de PRP. C) Ulcera 1 apés 17 semanas do fim das aplicagdes topicas do gel de

PRP.

Figura 10: Acompanhamento da tlcera 1 do participante 1. A) Ulcera 1 apds 2 anos e 5 meses do
inicio do tratamento. B) Ulcera 1 apds 3 anos e 4 meses.



40

HH[HII]
1

HH}HH’H!I“IH!HH[HH]IHI]HH‘HEH‘HHIII
2. 3 4 5 6,

Q

\

v o
R

3

v

Figura 11: Evolucio da ulcera 2 do participante 1 em uso do gel de PRP. A) Ulcera 2 pré-PRP. B)
Ulcera 1 ap6s 7 aplicacdes topicas de PRP.

Figura 12: Evolucio da ulcera 2 do participante 1 apés uso do gel de PRP. A) Ulcera 2 apos 4
semanas do fim das aplicagdes topicas do gel de PRP. B) Ulcera 2 apos 7 semanas do fim das
aplicagoes topicas do gel de PRP.
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Figura 13: Acompanhamento da iilcera 1 do participante 1. A) Ulcera 2 apos 2 anos e 5 meses do
inicio do tratamento. B) Ulcera 2 apos 3 anos ¢ 4 meses.

Participante 2: Paciente de 51 anos, sexo feminino, diabética tipo 2 ha 21 anos, apresentava
ulcera recorrente de pressdao em halux direito hd 3 anos, com periodos variados de melhora e
piora, sem uma cicatrizacdo completa. A ulcera apresentava hiperqueratose e bordas
maceradas, sendo que o tratamento adotado até o momento envolvia o desbridamento, alivio

da pressao no local pelo uso de calcados adequados e controle glicémico.

O tratamento com gel de PRP foi indicado pela equipe médica do ambulatério de
endocrinologia. Antes da primeira aplicacdo topica a dor relatada pela paciente era 4/10 na
escala E.V.A, tamanho inicial da tulcera era de 3 cm x 2 cm, apds 8 aplicagdes topicas do gel
de PRP o tamanho da ulcera diminuiu para 0,3 cm x 0,2 cm (Figuras 14 e 15). Foram
realizadas no total 8 aplicagdes e apds 10 semanas do inicio do tratamento a tlcera cicatrizou
totalmente (Figura 16). A paciente relatou que na segunda semana a dor era de 0/0 na escala

E.V.A. O perfil glicémico 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 nimero de plaquetas foi 153.500 + 30.989
/Wl e o hematdcrito 38,93 £ 3,52 %.

b g
2

l‘,

S

Figura 15: Evolucio da ulcera da participante 2 no uso do gel de PRP. A) Ulcera apds 2
aplicagoes topicas de PRP. B) Ulcera apds 8 aplicagdes topicas de PRP.
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Figura 16: Acompanhamento da tlcera da participante 2. Ulcera 2 apds 2 semanas do fim das
aplicagoes topicas do gel de PRP.

O local onde essa ulcera estava, ¢ um lugar que sofre muita pressdo ao andar. Por
esse motivo, apds 2 meses, a paciente apresentou recidiva da ulcera. Foi indicado um novo
tratamento com gel de PRP, e mais uma vez o resultado foi satisfatorio. O tamanho inicial da
ulcera era de 1,5 cm x 1 cm e apds 8 aplicagdes estava praticamente cicatrizada (Figura 17).
No fim do tratamento a ulcera foi recoberta por uma fina camada de pele. A textura da pele

era macerada por conta da forga aplicada no local durante o caminhar (Figura 18).
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Figura 17:Evolucio do segundo tratamento da participante 2 no uso do gel de PRP. A) Ulcera
pré-PRP. B) Ulcera apos 7 aplicagdes topicas de PRP.
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Figura 18:Acompanhamento do segundo tratamento da participante 2. Ulcera apos 8 aplicagdes
topicas de PRP.

Participante 3: Paciente de 70 anos, sexo masculino, diabético tipo 2 ha 30 anos, com
diversas amputag¢des de pododactilos prévias. Apresentava ulcera plantar direita na regido do
quinto pododactilo hd 2 anos, com dor em queimagdo intermitente de intensidade 2/10 na

escala E.V.A.

Foi indicado o tratamento com gel de PRP pela equipe médica do Ambulatério de
Endocrinologia, sendo o perfil glicémico do participante com média de glicemia de 79,40 +
12,20 mg/dl e de hemoglobina glicada 5,35 + 0,85 %. Em média, o nimero de plaquetas foi
209.778 + 44.855 /ul e o hematdcerito 33,19 + 4,30 %. O tamanho inicial da ulcera 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.VA e a cicatrizagdo ocorreu rapidamente, apresentando diferencas
significativas entre as semanas (Figura 20). A cicatrizagdo completa ocorreu na quinta semana
de tratamento, portanto foram realizadas somente 5 aplicacdes topicas do gel de PRP (Figura

21).
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Figura 19: Ulcera do participante 3. Ulcera pré-PRP
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Figura 20: Evolucio do tratamento do participante 3 no uso do gel de PRP. A) Ulcera apos 1
aplicagdo topica de gel de PRP. B) Ulcera apos 4 aplicagdes topica de gel de PRP.
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Figura 21: Acompanhamento do tratamento do participante 3. Ulcera ap6s 5 aplicagdes topicas de
PRP.

Participante 4: Paciente de 70 anos, sexo masculino diabético tipo 2 ha 23 anos. Apresentava
ulcera cronica em maléolo medial em membro inferior direito ha 3 meses apds trauma local,
relatando piora progressiva. O aspecto da ulcera era secretivo, com capa endurecida e dor
latejante em queimagdo com pequena melhora por uma hora apés uso de medicagdes
prescritas do tipo opioides ou neuropéticas. Ulcera com fundo eritematoso, algumas areas
cobertas por crostas melicéricas, com algumas areas escurecidas, sugestivas de necrose, com
fundo sangrante, bordas relativamente bem definidas, eritematosas e pouco elevadas. Ulcera
de 1,5 cm x 1,5 cm revestida por crosta hematica necrética superiormente a ulcera anterior,

sem secre¢ao purulenta.

Foi discutida a indicacdo de tratamento com PRP, e para elucida¢do diagnostica
foi solicitado Doppler e Biopsia. No Doppler do membro inferior direito foi constatado
auséncia de fluxo nos tergos proximal e médio da artéria tibial anterior e fluxo retrogrado em
seu terco distal, além de apresentar ateromatose difusa. O resultado da bidpsia mostrou que se
tratava de ulcera cronica com extensa fibrose dermo-hipodérmica, tecido de granulagdo e
processo inflamatdério cronico inespecifico com areas de supuragdo, pesquisa de fungos
negativa e pesquisa de BAAR inconclusivas, sem indicios de pioderma gangrenoso. O

tratamento com aplicacao topica de PRP foi indicado pela equipe médica.
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As dimensoes da tlcera no inicio do tratamento eram de 6,5 cm x 4,5 cm com
pequeno ponto de necrose (Figura 22). Apos 3 aplicagdes a lesdo apresentava tamanho de 6
cm x 4 cm com melhora da hiperemia das bordas e auséncia de necrose, apds 5 aplicacdes de
PRP o tamanho da tlcera era 0 mesmo porém mais superficial demonstrando uma cicatrizagao
do interior para exterior. Apos 7 aplicagdes de PRP a ulcera apresentava tamanho de 3 cm x 2
cm e foi observado hipergranulagdo no local e ndo foi mais aplicado PRP (Figura 23). Foi
iniciado uso de papaina 10% porém a redugdo da hipergranulacdo ndo foi suficiente, sendo
usado a cada 3 dias o curativo mesalt (Figura 24). Foi realizada bidpsia, sendo o resultado
negativo para malignidade. Ap6s 3 meses a hipergranulagdo regrediu. O paciente apresentou
melhora significativa da lesdo apos tratamento com PRP, portanto a equipe médica indicou

novas aplicagdes para que a completa cicatrizagao fosse obtida (Figura 25).

Figura 22: Ulcera inicial do participante 4. Ulcera pré-PRP.
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Figura 23: Evolucio do tratamento do participante 4 no uso do gel de PRP. A) Ulcera apos 3
aplicagdo topica de gel de PRP. B) Ulcera apos 7 aplicagio topica de gel de PRP.
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Figura 24:Evolucio da hipergranula¢io da tlcera do participante 3. A) Hipergranulagio apos 3
semanas em uso de papaina 10%. B) Hipergranulacdo apds 7 semanas de uso de papaina. C)
Regressao completa da hipergranulagao.
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Na segunda etapa do tratamento topico com gel de PRP, apds a primeira aplicacao
a ulcera apresentava dimensoes de 3 cm x 1, 8 cm (Figura 25). Apo6s 2 aplicagdes o tamanho
da tlcera reduziu para 2 cm x 1,8 cm. Apos 5 aplicagdes o tamanho se manteve porém era
perceptivel que a cada semana a ulcera estava menos profunda (Figura 26). Apos a sexta
aplicagdo a cicatrizagdo estava quase que completa e para ndo favorecer a hipergranulacio
novamente, o tratamento foi finalizado (Figura 27). Apés 1 més do fim do tratamento com
PRP a ulcera estava completamente cicatrizada e desde entdo ndo apresentou recidiva (Figura
28). Perfil glicémico do paciente com média de glicemia 197,67 + 44 mg/dL e de
hemoglobina glicada 7,47 + 1,29%, com relacdo as plaquetas média foi de 305.800 =+
95.154/ul e hematocrito 42,52 + 1,59%.

Figura 25: Ulcera antes do inicio da segunda etapa do tratamento tépico com PRP.
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lf‘igura 26: Evoluciao da segunda etapa do tratamento do participante 4 no uso do gel de PRP. A)
Ulcera apo6s 1 aplicacao topica de gel de PRP. B) Ulcera apds 5 aplicacdes topicas de gel de PRP.
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Figura 27: Fim do tratamento do participante 4. Ulcera ap6s 6 aplicagdes de PRP
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Figura 28: Acompanhamento da tlcera do participante 4. Ulcera apos 1 més do fim do tratamento
com PRP.

7. DISCUSSAO

O processo de cicatrizacdo ¢ regulado e coordenado por inumeras citocinas e
fatores de crescimento, além de intimeras interacoes celulares. A cicatrizagao em diabéticos
ocorre de maneira desregulada, alterando todos os eventos celulares e moleculares.** O uso do
gel de PRP se demonstrou efetivo tanto na cicatrizagdo das ulceras de pacientes diabéticos
quanto na melhora da dor. Nos pacientes com as ulceras na regido plantar dos pés, o fato de o
local receber muita pressdao no caminhar, fez com que as ulceras apds algum tempo tivessem
recidiva, porém enquanto no uso do gel de PRP apresentaram melhora significativa, o que nao
acontecia com os tratamento convencionais. O tempo de resposta ao tratamento pode variar
devido a fatores intrinsecos de cada paciente, controle glicémico e local da ulcera. Foi
possivel observar, que mesmo apds o fim das aplicagdes topicas do gel de PRP as ulceras
continuaram cicatrizando, devido a agdao que o PRP teve de modular o processo cicatricial,
ajudando na transicao da fase inflamatoria para a proliferativa, além de modular as respostas
celulares no local da tulcera. A cobertura do leito da ferida com tecido de granulacdo foi um

sinal da transi¢do da fase inflamatoria para a fase proliferativa®*(Figura 29).
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Figura 29: Cicatrizacdo em DFU e influéncia do Gel de PRP: DM induz uma disfungo endotelial
e isquemia, a fase inflamatdoria é mais longa devido a um atraso na expressdo de quimiocinas,
impactando na ativacao de macrofagos, clearance de neutréfilos, remogao de debris celulares e ECM,
atrasando assim a fase proliferativa. O VEGF liberado por macrofagos, queratinocitos e tecido
adiposo subcutaneo ¢ diminuido, fibroblastos sdo menos responsivos a hipoxia, ¢ ha aumento de
sintese de MMPs. A angiogénese ¢ afetada e a forga ténsil da pele diminui, levando a tlceras
recorrentes. GEL de PRP leva fatores de crescimento e citocinas para o local de injuria e promove
suporte trofico para angiogénese e re-epitelizagio (Leme et al, 2022).*

Na literatura ja foram descritos estudos envolvendo o uso de PRP para diversas
patologias, contudo tais estudos sdo dificeis de serem reproduzidos, pois muitas vezes a
metodologia de preparo do PRP ndo ¢ descrita. Além disso, ha diversas formas de
processamento, algumas inclusive com kits comerciais, dificultando assim a comparacao dos
resultados. Isso se deve ao fato de a qualidade do PRP ser influenciada por particularidades no
seu preparo como concentracao de plaquetas, presenca de leucécitos, tempo e velocidade da
centrifugacdo, anticoagulante utilizado e hematdcrito do paciente. Assim, ainda ¢ dificil

selecionar qual metodologia é melhor ou qual é mais propicia para determinado uso.*

Hirase T et al.”” demonstraram em seu estudo que a cicatrizagdo de ulceras de
pé diabético tratadas com PRP tdpico, apresentaram taxa superior quando comparadas aos
pacientes que utilizaram tratamento convencionais. Dentre os 1.217 estudos identificados,

apenas 11 foram selecionados, € mesmo assim foi possivel observar a heterogeneidade entre
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eles. O método utilizado no presente estudo ¢ diferente de todos os apresentados por Hirase et
al, mas os resultados obtidos corroboram com a conclusdo feita pelos pesquisadores de que a
aplicagdo topica do PRP em ulceras de pé diabético resulta em indices de cura superiores aos
tratamentos convencionais. Além da cicatrizagcdo e analgesia, um outro ponto a ser destacado
foi a auséncia de infecgdes durante todo tratamento e o reparo tecidual ocorreu sem formacao
de cicatriz hipertrofica. Esse resultado também condiz com a literatura de que os pacientes
tratados com PRP apresentaram estatisticamente menos complicagdes se comparados ao
grupo controle. Os efeitos benéficos observados se deve as moléculas bioativas e fatores de
crescimento liberados pelos granulos-a das plaquetas, que suprem as deficiéncias das DFU,

além de modular as fases da cicatrizagdo que estio estagnadas.

A neuropatia periférica diabética ¢ uma complicagdo comum do DM, as
apresentacdes clinicas incluem hipersensibilidade térmica e mecanica, dor espontanea em
queimagio, sensagdo de choque ou somente perda da sensibilidade sem apresentar dores. E
resultado da destrui¢do neuronal causada por desequilibrio metabdlico e consequente estresse
oxidativo e apoptose. Esse mecanismo leva a sensacdo de dor, favorecimento para um
ambiente inflamatorio que sensibiliza neurdnios, levando a dor persistente.*® A dor em
queimacgado ¢ 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 regido dorsal estdo ativos na
neuropatia diabética, com superexpressio do receptor P2X4.* A analgesia ap6s o uso de PRP,
acontece gragas a imunomodulagdo desempenhada, inibicao da via NK-kB em células imunes
e neurdglia, além de induzir a diferenciagdo dos macrofagos para o fenotipo M2. Os fatores de
crescimento podem estimular a regeneracdo neural através da acdo direta nas fibras
danificadas. Além de induzir migragdo, proliferagdao e atividade biossintética em células
Schwann e MSCs, aumentando mielinizacdo, recuperagdo neuroldgica e regeneracdo de

axOnios.*’ Na figura 30 esta esquematizado alguns mecanismos onde o PRP atua na analgesia.
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Figura 30: PRP e Analgesia

Os tratamentos convencionais para uUlceras de pé diabético, envolvem o
desbridamento, alivio da pressdo no local e controle glicémico, contudo na maioria dos casos
ndo ha uma resposta efetiva do paciente. Como a fisiopatologia da ulcera crénica em
diabéticos se relaciona com baixos niveis de fatores de crescimento e alteragdes de
mecanismos celulares e moleculares, o tratamento padrdo ndo ¢ capaz de restabelecer as
condi¢des ideais para a cicatrizagdo. Nao existe um fator isolado exdgeno que pode
efetivamente mediar todos os aspectos da resposta cicatricial, contudo as plaquetas sdo uma
fonte rica de fatores de crescimento e citocinas que estdo envolvidas no processo natural de

cicatrizagdo."

Fatores de crescimento sdo moléculas de polipeptideos que sdo biologicamente
ativos e funcionam de maneira paracrina ou autOcrina, regulam quimiotaxia, migragao,
divisdo e proliferacdo celular, formag¢do de ECM e interagdes celulares.*® Alguns produtos
comerciais com fatores de crescimento estdo disponiveis no mercado, porém o PRP apresenta
uma maior variedade de fatores de crescimento, o que ¢ melhor que fatores isolados e o custo

do seu preparo ¢ muito menor do que produtos comerciais. Todos os estagios da cicatrizagao
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de feridas sdo regulados por fatores de crescimento secretados por plaquetas na fase inicial ou
por células pro-inflamatorias. Esses fatores de crescimento alteram a atividade e morfologia
de fibroblastos, queratindcitos e células epiteliais, levando a mudangas na ECM e producao de
fatores de crescimento pelas células do tecido. Assim, o gel de PRP ¢ uma forma de suprir

essas deficiéncias encontradas nas tlceras diabéticas.*?

Para demonstrar o papel do TGF-B1 na cicatrizagdo cutanea in vivo, Chong et al
usaram um rato transgénico knockout onde megacariocitos e plaquetas ndo sintetizam
TGF-B1. Foi utilizado modelo de ulcera excisional, e foi demonstrado que TGF-1 aparenta
promover a proliferacdo de queratindcitos e o remodelamento e regeneracdo da camada
epidérmica.* Os fibroblastos sdo os principais mediadores da cicatrizagdo de ulceras, estudos
in vitro demonstraram que fibroblastos apresentaram aumento significativo em sua
proliferagdao quando tratado com PRP em relagdo aos nao tratados. Em relagdo a modulagao
de sua secre¢do de fatores de crescimento, o PDGF atingiu o pico antes da proliferacao de
fibroblastos, a secre¢do de IGF-1 e TGF-f1 aumentaram gradualmente atingindo pico
maximo entre 4 a 6 dias pds-tratamento. A concentragdo de VEGF foi menor que a
concentracdo de outros fatores de crescimento, porém aumentou conforme aumentou a
proliferagéo celular.*. Cho et al** demonstrou que o PRP aumentou a sintese de colageno tipo
I, expressio de MMP-1 e MMP-2 em fibroblastos de pele humana, além de aumentar a
expressao da proteina alfa actina de musculos lisos. Estudos mais recentes demonstraram que
o PRP promove a proliferacdo de fibroblastos via ativacao da sinalizacdo ERK1/2, além de

regulagio de apoptose via sinalizagdo AKT.*

O PRP tem se demonstrado efetivo e seguro para ulceras cronicas. A meta-analise
realizada por Xia et al*’ com 15 estudos clinicos entre 2000 a 2018 demonstrou que o grupo
de pacientes tratados com PRP teve mais ulceras cicatrizadas em comparagdo ao grupo
controle, sendo a diferenga entre os grupos estatisticamente significativa. Contudo, mais
estudos prospectivos precisam ser realizados para validar os resultados.”” Uma revisdo
sistematica realizada por Del Pino-Sedeno mostrou que terapia com PRP impactou
positivamente a cicatrizagdo de ulceras e ¢ uma opgdo segura para o tratamento de DFU
cronica. A principal limitagdo desta revisdo foi o baixo numero e qualidade dos estudos.*

140

Liao et al” avaliou a eficacia e seguranga do PRP alogénico em comparagdo ao controle, apos
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30 dias foi observado reducdo de exsudato inflamatério e ndo foi observado nenhum tipo de
reacdo de rejeicdo. A taxa de cicatrizagdo foi muito mais rapida no grupo tratado com PRP
alogénico em comparagdo ao grupo controle.”” Esses estudos além de demonstrar o potencial
do uso do PRP para tratamento de DFU, também trazem a problematica da dificuldade na

comparag¢do entre estudos devido ao baixo niimero e falta de padronizagao.

Sobre a composi¢ao de proteinas do PRP, ainda ndo h4a muitos estudos sobre a
expressao de padrdes de proteinas ativas no PRP. Lee et al identificaram 125 proteinas
relacionadas com a cicatrizacdo de feridas, 3 com angiogénese, 2 para migracdo de
fibroblastos, 4 relacionadas com processo de biossintese de coldgeno, 2 para o processo de
sintese de glicosaminoglicanos e 13 proteinas relacionadas a ligagdo de glicosaminoglicanos.
Além dos fatores de crescimento que ja sdo conhecidos por estarem envolvidos na

cicatriza¢do de tecidos, 25 novas proteinas foram identificadas.*

A principal vantagem do PRP inclui poucos efeitos colaterais, facilidade na
técnica de preparo e 6timo custo-beneficio. Porém, a falta de padronizagdo no preparo dos
produtos e nos sistemas de classificagdo levam a uma diversidade de produtos de PRP, que
sdo descritos com diversas terminologias e abreviagdes. E assim, como consequéncias, devido
a variagdes em seu preparo, pode haver diferencas nos desfechos clinicos e dificuldade na

comparagdo entre estudos. '

O PRP ¢ um promissor recurso para processos regenerativos, sendo cada vez mais
difundidos os seus beneficios para cicatrizacdo de ulceras modulando a resposta inflamatoria,
angiogénese, proliferagdo e migracdo celular. Contudo, ainda ¢ necessario grandes estudos
clinicos com métodos de processamento e tratamentos rigorosamente padronizados. Mesmo
diante da diversidade de protocolos de preparo, esquemas de tratamentos e formas de
aplicacdo, 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

eficacia desse produto autdlogo.
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8. CONCLUSAO

O uso de gel de PRP se mostrou efetivo na cicatrizagdo de tlceras diabéticas cronicas, além
de propiciar melhora no quadro de dor. A cicatrizagao ocorreu sem hipertrofia, com excelente
qualidade de pele e sem a ocorréncia de eventos adversos. Os resultados observados podem
ser atribuidos a liberacdo de fatores bioativos dos granulos-o. que agiram na cicatrizacdo e
regeneragdo do tecido. Assim, o PRP tem potencial para ser um tratamento de ulceras de pé

diabético.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Acao do plasma rico em plaguetas (PRP) em feridas de pé diabético
Pesquisador: Angela Cristina Malheiros Luzo

Area Temitica:

Versdo: 4

CAAE: 24921018.3.0000.5404

Instituicdo Proponente: Cenfro de Hematologia & Hemoterapia - HEMOCENTRO
Patrocinader Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 3.618.086

Apresentagao do Projeto:
Trata-se da apresentacéo de uma Emenda ao projeto CAAE 94921018.3.0000.5404

Objetivo da Pesquisa:
Apresentar uma Emenda

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e beneficios ndo foram alterados em relagio ao projeto original.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Data da aprovagao do projeto por este CEP: 15/10/2018 (parecer nimero 2.961.228, em
'PE_PARECER_CONSUBSTANCIADO_CEFP_2961228.pdf', de 15/10/2018 09:21:44),

Aftravés da Emenda apresentada, o pesquisador informa que a pesquisa tem sido benéfica aos voluntarios,
e solicita a inclus&o de mais voluntarios.

Informa assim o pesquisador (campo “Justificativa da Emenda’, arguivo 'PB_INFORMAGOES_
EASICAS_MSZGTH_H .pdf’, de 09/09/2019 17:11:15): "A importante melhora na

cicatrizag&o com a utilizagdo do gel de PRP autdlogo ficou muito evidente nos casos onde foi utilizado assim
como houve uma importante diminuigio da dor. O projeto inicial previa a realizagao do procedimento em 6
pacientes, conseguimos realizar em 3. Devido a melhora do quadro com cicatrizagio persistente das dlceras
destes pacientes fica nitida a importancia de proporcionar o tratamento para um maior nimero de
pacientes”.
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Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

O pesquisador inclui também dois arquivos adicionais:

- 'Resultados. pdf (de 09/09/2019 17:02:18), onde s&o apresentados resultados para os 3 voluntarios que
participaram da pesquisa

- ‘Emenda.pdf (de 09/09/2019 17:00:41) onde, por sua vez:

a) é solicitada a inclusao da pesquisadora 'Krissia Caroline Leme' na equipe de pesquisa

b) a adigdo de "17 pacientes emn decorréncia aos resultados obtidos que se encontram descritos no
Relatdrio Final do projeto de Iniciag&o Cientifica do aluno Guilherme Martins Neri, ja aprovado pelo PIBIC".

Recomendagdes:
Solicitarmos que em uma proxima emenda a pesquisadora faga a alteracio do nimero de participantes de 8
para 20 junto aos documentos gerados na Plataforma Brasil.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Lista de pendéncias e inadeguacbes emitidas no parecer CEP n"3.598.007:

1- Inserir o nome da pesquisadora 'Krissia Carcline Leme' no campo "Equipe de Pesquisa’ no documento
Informacdes Basicas do Projeto gerado pela Plataforma Brasil.

Resposta:0 nome da aluna ja foi adicionado no documento, Informacdes Basicas do Projeto, gerado na
Plataforma Brasil. Ndo o colocamos a priori pois pensavamos que terilamos primeiro que ter a anuéncia
deste CEP.

Analise:Pendéncia Atendida.

2- Apresentar, de modo claro, mais informagbes sobre a solicitagéo de adicionar ao projeto outros 17
pacientes em decorréncia aos resultados obtidos gue se encontram descritos no Relatdrio Final do projeto
de Iniciagao Cientifica do aluno Guilherme Martins Neri, pois ndo temos acesso ao relatdrio Final PIBIC.
Esclarecer também, se os B participantes gue seriam recrutados neste projeto j& concluiram a pesquisa e
encaminhar o relatdrio parcial deste projeto atraveés de notificacio.

Resposta:Estamos adicionando para maior esclarecimento guanto a eficacia do procedimento nos 3
pacientes que foram submetidos ao tratamento, o relatdrio PIBIC completo. Na realidade temos liberagao
pelo CEP para realizarmos 8 pacientes, fizemos em 3, portanto ainda faltam.

Precisamos de autorizagdo para inserir mais 12 pacientes para gue o n de 20 pacientes seja atingido.
Saliento que ndo alteramos o n de pacientes , mantendo os 8 iniciais em toda a
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documentacao do projeto existente na Plataforma Brasil.

Analise:A pesguisadora esclarece que dos 8 participantes previstos no projeto original, somente 3 foram
submetidos ao tratamento. Nesta emenda a pesquisadora solicita o aumento do tamanho amostral de 8
participantes para 20, ou seja, solicita a inclusé&o de mais 12 participantes na pesguisa.

Aprovado com "Recomendacdes” (Vide item acima "Recomendacdes”)

Consideragdes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
Integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
gualguer fase da pesquisa, sem penaliza¢ao alguma e sem prejulzo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesguisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacio do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP gue o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
guanto & descontinuagio, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma esftratégia diagndstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de agio imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP e 4 Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou |l apresentados anteriormente &
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também & mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.
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- Relatdrios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste

parecer de aprovacao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugio 466/2012 | item X1.2 letra e, "cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momenta”.

-0 pesguisador deve manter os dados da pesquisa em arguivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesguisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS 143207 26/09/2019 Aceito
do Projeto 8 E1.pdf 15:52:46
Outros RELATORIOPIBIC. pdf 26/09/2019 |Angela Cristina Aceito

15:50:29 | Malheiros Luzo
Outros CartaResposta.pdf 26/09/2019 |Angela Cristina Aceito
15:49:01 | Malheiros Luzo
Outros Emenda_pdf 09/09/2019 |Angela Cristina Aceito
17:00:41 | Malheiros Luzo
TCLE/ Termos de | TCLEatual pdf 0910/2018 |Angela Cristina Aceito
Assentimento / 16:56:35 |Malheiros Luzo
Justificativa de
Auséncia
Outros Vinculo_Universidade. pdf 26/09/2018 |Angela Cristina Aceito
17:45:39 | Malheiros Luzo
Folha de Rosto folhaderosto. pdf 31/07/2018 |Angela Cristina Aceito
12:58:32 | Malheiros Luzg
Projeto Detalhado /| | PRP . pdf 31/07/2018 |Angela Cristina Aceito
Brochura 12:11:07 | Malheiros Luzo
| Investigador

Situacdo do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciagao da CONEP:
MNéo
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CAMPINAS, 03 de Outubro de 2019

Assinado por:

Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador(a))
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