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Brasilia, DF — Brasil

RESUMO

A Ulcera de pé diabético (UPD) representa uma das complicacbes mais graves da diabetes
devido a alta incidéncia de amputacdo de membros inferiores associada a esta comorbidade. A
Ulcera suscita um ambiente propicio para o desenvolvimento de infecgdes, visto que, além de
possuir faixa de temperatura ideal no local da leséo, a presenga de umidade e nutrientes pode
favorecer o crescimento bacteriano. Na presenca de infeccao, ocorre um retardo no processo de
cicatrizacao tecidual. Nosso grupo desenvolveu o sistema terapéutico RAPHA®, que consiste
no uso concomitante de fototerapia com diodo emissor de luz (LED: Light Emitting Diode) e
de curativo baseado em biomembrana de latex natural (BLN) com ou sem curcumina para
tratamento da UPD. O LED foi usado no comprimento de onda vermelho. No presente estudo,
foi avaliada a presenca e quantidade de cepas bacterianas apos tratamento. A amostra deste
estudo foi composta por 15 participantes de pesquisa, portadores de UPD, distribuidos
igualmente entre os grupos GC (grupo controle), GE1 (grupo experimental 1) e GE2 (grupo
experimental 2). O grupo GC recebeu o tratamento padréo utilizado no Sistema Unico de Sadde
(SUS), com troca de curativos em ambiente ambulatorial ao menos uma vez por semana. Os
grupos GE1 e GE2 utilizaram curativo baseado em BLN e BLN contendo curcumina
concomitante a exposicao a LED durante 35 minutos. Os curativos foram trocados diariamente.
Os participantes dos grupos GE1 e GE2 recebiam assisténcia dos pesquisadores em seus
domicilios a cada quinzena e recebiam suporte e orientacdo da equipe diariamente por meio de
didlogo no aplicativo WhatsApp. Para se avaliar a microbiota bacteriana foram coletadas
amostras diretamente das Ulceras dos participantes em ambiente ambulatorial (GC) e em
domicilio (GE1 e GE2) a fim de identificar se os tratamentos afetavam a microbiota local. As
amostras da microbiota das Ulceras foram coletadas no inicio (D0), meio (D22) e fim do
tratamento (D45). Nos respectivos dias, as amostras foram coletadas em dois momentos sendo:
(1) Coleta Inicial (CI) antes de iniciar e (2) Coleta Final (CF) logo apés o término do protocolo
terapéutico. Para isso, utilizou-se um coletor Swab, pressionando-o levemente em sentido
horéario e em seu proprio eixo na area de 1 cm? da Glcera. Em seguida, as amostras foram
inoculadas em um tubo, contendo meio de conservacgéo e transporte bacteriano (Stuart). As
amostras foram transportadas imediatamente para analise, sendo acondicionadas em estufa
bacterioldgica a 35°C (+ 2°C) por 24 horas. Em seguida, realizou-se analise da microbiota

utilizando-se meios de cultura Agar sangue, Agar Manitol e Agar MacConkey e meios para
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provas bioquimicas Catalase e Rugai com lisina. Observou-se colonizagdo resistente de cinco
espécies bacterianas nas Ulceras dos participantes dos grupos GC, GE1 e GE2 sendo:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Edwardsiella spp. e
Klebsiella spp. onde analisou-se a variacdo bacteriana entre CF e Cl. Todos os participantes
dos grupos experimentais tiveram contragdo das Ulceras superior ao GC. N&o se observou
alteracOes de microbiota cultivavel entre os grupos avaliados durante nos dias DO, D22 e D45.
Portanto, concluiu-se que o tratamento com BLN e LED néo alterou a microbiota das feridas

dos participantes de pesquisa.

Palavras-chave: Ulcera de pé diabético (UPD), curcumina, biomembrana de latex, fototerapia,
microbiota, infeccdo..



ABSTRACT

Diabetic foot ulcer (DFU) represents one of the most serious complications of diabetes due to
the high incidence of lower limb amputation associated with this comorbidity. The ulcer raises
a favorable environment for the development of infections, due to the fact that, in addition to
having an ideal temperature range at the injury site, the presence of moisture and nutrients can
favor bacterial growth. In the presence of infection, there is a delay in the tissue healing process.
Our group developed the RAPHA® therapeutic system, which consists of the concomitant use
of phototherapy with light emitting diode (LED) and a dressing based on natural latex
biomembrane (NLB) with or without curcumin for the treatment of DFU. The LED was used
in the red wavelength. In the present study, the presence and amount of bacterial strains after
treatment was evaluated. The sample of this study was composed of 15 research participants,
with DFU, equally distributed between the groups CG (control group), EG1 (experimental
group 1) and EG2 (experimental group 2). The CG group received the standard treatment used
in the Unified Health System (SUS), with dressing change in an outpatient setting at least once
a week. Groups EG 1 and EG 2 used dressings based on NLB and NLB containing curcumin
concomitantly with exposure to LED for 35 minutes. Dressings were changed daily.
Participants in groups EG 1 and EG 2 received assistance from researchers in their homes every
fortnight and received support and guidance from the team daily through dialogue in the
WhatsApp application. To assess the bacterial microbiota, samples were collected directly from
the participants' ulcers in an outpatient setting (CG) and at home (EG 1 and EG 2) in order to
identify whether the treatments affected the local microbiota. Ulcer microbiota samples were
collected at the beginning (DO0), middle (D22) and end of treatment (D45). On the respective
days, samples were collected at two times: (1) Initial Collection (IC) before starting and (2)
Final Collection (CF) right after the end of the therapeutic protocol. For this, a Swab collector
was used, pressing it lightly in a clockwise direction and on its own axis in the area of 1 cm2
of the ulcer. Afterwards, the samples were inoculated in a tube, containing preservation medium
and bacterial transport (Stuart). The samples were immediately transported for analysis and
placed in a bacteriological incubator at 35°C (+ 2°C) for 24 hours. Then, microbiota analysis
was performed using culture media Blood Agar, Mannitol Agar and MacConkey Agar and
media for biochemical tests Catalase and Rugai with lysine. Resistant colonization of five
bacterial species was observed in ulcers of participants in groups CG , EG 1 and EG 2, being:

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Edwardsiella spp. and
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Klebsiella spp. where the bacterial variation between CF and CI was analyzed. All participants
in the experimental groups had ulcer contraction superior to the CG. There were no changes in
the cultivable microbiota between the groups evaluated during days DO, D22 and D45.
Therefore, it was concluded that the treatment with NBL and LED did not change the

microbiota of the wounds of the research participants.

Keywords: diabetic foot ulcer (DFU), curcumin, latex biomembrane, phototherapy, microbiota,
infection.
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2 Grupo de cocos cujas relagdes taxondmicas sdo incertas. Formam endosporos, tém corpos de parede espessa no
interior de células vegetativas de certas bactérias, e sdo capazes de passar por condigdes ambientais adversas por
periodos prolongados (DeCS,2009).

3 Organismo que obtém seus nutrientes de matéria organica em decomposigédo (MICHAELIS,2021).
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1.INTRODUCAO
1.1 DIABETES MELLUTUS E COMPLICAQC)ES

A Diabetes mellitus (DM) consiste em um grupo de doengas metabolicas caracterizadas
pela desordem na producdo ou acdo da insulina ou ambos (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2005; ALAM et al., 2014). Outrossim, ela € um dos maiores problemas de
saude global, estimando-se que o numero de pacientes com a doenca aumentara cerca de 425
milhGes em 2017 para 629 milhdes em 2045, em pessoas entre 20 e 70 anos. Em longo prazo,
dentre as complicacGes da diabetes tem-se o risco de desenvolver Ulceras nos pés (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2005).

A Ulcera do pé diabético (UPD) é uma importante causa de morbidade, apresentando-se
como motivo de grande parte da internacdo de pacientes com DM. Essa moléstia é responsavel
por um alto indice de amputacdo dos membros inferiores (YAZDANPANAH, 2015), visto que
a cicatrizacdo da ferida é prejudicada em decorréncia da inflamacéo prolongada (BALTZIS;
ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014). A UPD é avaliada segundo a classificacdo de feridas da
Universidade do Texas (Anexo 1), pois oferece informacdes clinicas das Ulceras que tém suas
apresentacgdes subdivididas em graus e estagios relacionados, sendo considerados profundidade,
infeccdo e isquemia na lesdo. Os graus dessa classificacdo vdo aumentando conforme a
gravidade da lesdo. Feridas superficiais, por exemplo, enquadram-se no grau 1. Ja quando ha
comprometimento de pele e tecido subcutaneo, a classificacdo é de grau 2 e, quando a lesédo se
estende para tenddo ou cépsula, é classificada como grau 3 (GODOY-SANTOS, 2017).

A inflamacdo persistente pode ser agravada devido a presenca de tecido necrético,
corpos estranhos, contaminacgdo bacteriana, pois leva a perturbacdo do equilibrio entre fatores
pro-inflamatorios e anti-inflamatorios (LAUREANO, 2011). Esses fatores pro-inflamatorios
fazem parte da nossa imunidade inata, ativando o metabolismo do &cido araquiddnico® que,

consequentemente, libera prostaglandinas® e leucotrienos®, aumentando a permeabilidade

4 Acido graxo essencial liberado da membrana plasmatica por a¢éo da enzima fosfolipase A2, ativando uma cascata
metabolica que inicia pela acdo da prostaglandina. (MENDES,2012)

5> Mediador inflamatério (MENDES,2012)
¢ Mediador inflamatdrio (LIMA,2002)
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vascular e do fluxo sanguineo para facilitar a migracdo dos leucdcitos e o extravasamento de

proteinas plasmaticas, agindo contra os patégenos (FREITAS, 2019).

A cicatrizacdo de feridas depende de diversos processos de sinalizagdo celular, que
ocorrem de maneira ordenada e eficiente. Ela é caracterizada por hemostasia’, inflamagao,
proliferacdo celular e remodelagdo da matriz extracelular (DIEGELMANN; EVANS, 2004).
No entanto, essa progressdo é prejudicada em feridas cronicas, como as UPDs. Além disso, ha
diversos fatores como trauma repetido ou estresse mecéanico aplicado ao pé e a propria

hiperglicemia, que desencadeia um processo anormal de inflamagdo (TSOURDI et al., 2013).

A cronificacdo da etapa inflamatdria pode ser causada pela hiperglicemia, afetando a
cicatrizagdo, pois induz, de forma indireta, a sintese de coldgeno. Essa desordem metabodlica
pode alterar a morfologia e diminuir a proliferacdo celular, além de provocar a diferenciacéo
anormal de queratinocitos®, células importantes para promocdo da regeneracdo tecidual.
Ademais, na UPD, o processo de cicatrizacdo é prejudicado em decorréncia de alteragdes na
biodisponibilidade de moléculas pré-inflamatdrias como citocinas® e fatores de crescimento, os
quais implicam na desregulacao da proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e metabolismo celular
(TSOURDI et al., 2013).

A hiperglicemia prolongada é o elo comum que une os trés pilares responsaveis pela
formacdo da Ulcera no pé dos diabéticos: isquemia, neuropatia e infec¢do. Isquemia é a causa
da suspensédo ou cessamento da irrigacdo sanguinea nos membros inferiores, conhecida como
doenca arterial periférica (DAP). O estado isquémico € causado frequentemente pela formacéo
de placas de gordura diminuindo o calibre das paredes arteriais, conhecida como aterosclerose
(FERREIRA, 2010). J& a neuropatia é responsavel pelo bloqueio da sudorese, diminuicdo da
oxigenacdo local e sensibilidade permitindo o desenvolvimento de lesbes graves, além de

atrofia muscular, gerando assim pontos de pressdo exacerbada na regido podal.

Por fim, infeccdo é o conjunto de condigdes que proporcionam elevagdo da temperatura
e edema do pé, gerando desidratacdo da pele, o que favorece a formacao de fissuras. Além
disso, a infeccdo promove ambiente ideal para colonizacédo e replicacdo bacteriana, sobretudo

"Manutencdo da integridade dos vasos sanguineos evitando a perda excessiva de sangue (VIEIRA,2007)

8 Células epidérmicas que sintetizam queratina, e que passam por transformagdes caracteristicas durante sua
movimentacdo em direcdo a superficie, saindo das camadas basais da epiderme até a camada cdrnea da pele
(DeCS,2006).

° Proteinas secretadas por leucdcitos inflamatérios e por células ndo leucocitarias que agem como mediadores
intercelulares (DeCS,2018).
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em individuos com controle metabdlico descompensado, visto que apresentam a imunidade
inatal® reduzida (NEVES, 2013).

1.2 TECIDO CUTANEO E SUA MICROBIOTA

A pele (Figura 1) é o maior érgédo do corpo humano. Ela possui como principal fungéo
isolar as estruturas internas do ambiente externo, formada por trés camadas justapostas:
epiderme, derme e hipoderme. A camada mais externa da pele é a epiderme, sendo avascular e
tem como fungdo principal a protecéo contra agentes externos. Constituida de células epiteliais
achatadas sobrepostas que, as considerando de dentro para fora, estdo dispostas em; camada

basal, camada espinhosa, camada granulosa, camada lUcida e sua camada mais externa o estrato

corneo (THIERS, 2005).

ESTRATO
CORNEO

HIPODERME

Created in BioRender.com bio

Figura 1. llustragdo da estrutura cutinea, formada por trés camadas justapostas. Epiderme, derme e hipoderme
Fonte: O autor, 2021 (Created with BioRender.com)

Na superficie da pele, o estrato corneo é coberto por um filme responsavel por sua
aparéncia flexivel e consistente, formada por uma emulsdo do tipo A/O (dgua em 0leo). Sua
constituicdo é feita & base de proteina que é hidrossoltvel e lipossolavel. A parte hidrossoltvel
é formada por suor (ions, ureias liberadas pelas glandulas sudoriparas) e a parte lipossoltvel é

formada por sebo (glicerideos e &cidos graxos das glandulas sebaceas). A emulsdo A/O é

10 Capacidade de um organismo normal permanecer néo infectado por microrganismos e suas toxinas (DeCS,2016)
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absorvida na camada cornea e participa da formacao de uma barreira cutanea, formando assim

uma rede compacta responsavel pelo "efeito barreira” (THIERS, 2005).

A pele é um ambiente indspito que se caracteriza por extensas regides ressecadas, pH
acido, rotatividade continua de suas células superficiais e producgdo de proteases!!, lisozimas'2
e peptideos antimicrobianos. Apesar desses mecanismos de protecdo, os microrganismos®3
sobrevivem e se espalham para os anexos da pele** em uma simbiose®®, onde o hospedeiro pode
se beneficiar de diferentes maneiras, incluindo a protecédo contra a colonizacdo e subsequentes
infeccbes (PATINO, 2013).

A titulo de exemplo, Staphylococcus aureus € um patégeno comum, estando presente
em cerca de 20 a 30% de individuos saudaveis sejam portadores nasais assintomaticos:®,
conquanto essa colonizacdo também possa causar infecgdes localizadas e sistémicas. Algumas
linhagens de Staphylococcus epidermidis e Corynebacterium spp. podem inibir ou reverter a
colonizag&o nasal por S. aureus, estabelecendo uma relagéo de mutualismo®’ com o hospedeiro,
o que significa que ndo sdo prejudiciais e pode representar um beneficio salutar (PATINO,
2013).

A eliminagdo de S. epidermidis devido ao uso irracional de antibidticos pode ser
prejudicial para o hospedeiro. Isso ocorre porque uma grande quantidade de peptideos
antimicrobianos permite patdgenos em potenciais oportunistas e que colonizam a pele com
maior eficiéncia (PATINO, 2013).

Além disso, na auséncia de bactérias comensais da pele, o hospedeiro pode ser menos
eficiente em sua resposta imunoldgica. Outra mudanca na composicao de bactérias, que ocorre
com frequéncia, deve-se ao uso de sabonetes e antissépticos nas méaos. Visto que diferentes
espécies de bacterias sdo modificadas dependendo da frequéncia de lavagem das maos. Em

particular, destacam-se bactérias Propionibacterium, Neisseria, Burkholderiales e

1 Enzima que especificamente clivam as ligagGes peptidicas encontradas em proteinas e peptideos (DeCS,2004).

12 Enzima bésica que esta presente na saliva, lagrimas, clara de ovo e muitos fluidos animais. Funciona como
agente antibacteriano (DeCS,2003).

13 Fungos e bactérias (AZEVEDO,1998)
14 Unhas, pelos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas (GONCALVES,2017)

15 Relagdo entre duas espécies diferentes de organismos que sdo interdependentes; uma ganha beneficios da outra
ou uma relacéo entre diferentes espécies em que ambos os organismos em questdo se beneficiam da presenca do
outro. (DeCS,2016).

16 Estado de se abrigar um organismo infeccioso sem manifestar sintomas de infeccdo (DeCS,2016).

17 Associagdo entre dois seres vivos, na qual ambos sdo beneficiados, resultando em dependéncia matua.
(DeCS,2016).
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Pasteurellaceae, que séo relativamente mais abundantes quando o tempo decorrido desde a
ultima lavagem é superior a quatro horas. Por outro lado, outras bactérias nos grupos
Staphylococcaceae, Streptococcaceae e Lactobacillaceae apresentam o padrdo oposto e sdo
relativamente mais abundantes nas maos recém-lavadas. Embora a lavagem das maos altere a
composicao, isso ndo afeta as concentracGes globais de diversidade bacteriana in loco, nem
elimina a maioria das bactérias encontradas na superficie da pele (PATINO, 2013).

Existe uma associac¢io entre aumento da umidade, pH, uso de produtos oclusivos'® e
colonizacdo por bacilos Gram negativos e bactérias coliformes. Essas alteracfes aumentam o
namero de bactérias em 10.000 vezes, além de haver um maior isolamento de fungos. Simples
acOes como mudar as condices fisicas e regular a umidade e a temperatura, além de promover
o0 crescimento da microbiota bacteriana comensal promovem, ainda, um declinio da microbiota

patogénica, principalmente de S. aureus (PATINO, 2013).

O estudo realizado por Canesso (2014, p.76) sugere que o reparo de feridas cuténeas é
acelerado e sem cicatriz na auséncia da microbiota comensal'®, devido a um processo
inflamatério controlado. Ele ainda ressalta a importancia de entender como a microbiota
comensal regula o processo de cicatrizacdo, proporcionando novas direcdes, ndo apenas para o
entendimento da fisiopatologia de feridas, mas também pode apoiar novas estratégias para tratar
feridas através da manipulacéo da microbiota.

Os microrganismos tém sido essenciais na evolucdo da vida dos vertebrados convivendo
em uma relacdo de simbiose e colonizando tecido cutaneo, trato gastrointestinal, respiratorio e
vaginal. A relagdo comensal entre a comunidade microbiana e seu hospedeiro eucarioto tem
demonstrado, atualmente, uma forte interacdo que vai além de uma simples relacéo fisica e que
permite uma variedade de beneficios fisiologicos como defesa contra a colonizacdo de
patdgenos oportunistas?®®, suplementagio de nutrientes essenciais, metabolismo de composto
ndo-digestiveis, composi¢do da microbiota intestinal, e principalmente, na regulacdo do sistema
imune (CANESSO, 2014; NASCIMENTO,2010).

18 Bloqueio total ou parcial da circulagdo de sélidos ou liquidos pelos canais ou vasos do organismo, por exemplo
a pele (MICHAELIS,2021).

19 Relagao entre diferentes espécies em que ambos 0s organismos em questéo se beneficiam da presenca do outro.
(DeCS,2016).

20 Infeccdo causada por um organismo que se torna patogénico sob certas situagdes como, por exemplo, durante
imunossupressdo. (DeCS,1988).
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A microbiota da pele integra humana é estabelecida ja em seu nascimento, dependendo
inclusive do tipo de parto, pois os nascidos via vaginal apresentam inicialmente colonizagéo de
Lactobacillus spp, enquanto os nascidos de cesarea sdo colonizados por microrganismos
ambientais e hospitalares comuns, como Staphylococcus, Streptococcus ou Propionibacterium
(NETO,2020).

Os Lactobacillus spp. sdo bactérias produtoras do acido latico. Portanto, este tipo de
bactéria leva a reducdo do pH do tecido cutaneo injuriado, dificultando assim, a colonizacéo de
patdgenos oportunistas, incluindo os formadores de biofilme?!. Além disso, essa espécie
microbiana expressa a quimiocina CXCL12?%?, responsavel por acelerar o fechamento e a
melhora da ferida em camundongos com hiperglicemia ou isquemia periférica, condicdes
associadas a feridas cronicas (GUYON, 2014).

Destaca-se, ainda, que a presenca de infeccdo na lesdo ndo € a causa e sim uma
consequéncia da ocorréncia da Ulcera. Os principais microrganismos isolados em UPD incluem
Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia coli, Proteus spp, Klebsiella spp, Pseudomonas
aeruginosa, Morganella morganii, bacteroides do grupo fragilis, Bacilos Gram + e
Peptostreptococcus. Porém, a espécie mais habitual em Ulceras é Staphylococcus aureus
(NOOR, 2015; CARVALHO et al, 2004).

Todas as ulceras podoldgicas albergam microrganismos, porém infec¢fes no Pé
Diabético sdo superficiais, isto é, elas ndo se estendem para além da fascia subcutianea?. No
entanto, a colonizacdo de lesbes por bactérias ndo é equivalente a uma infeccdo. A infeccdo é
definida como a proliferacdo de agentes microbianos patogénicos numa lesdo e quando a
contagem de microrganismos supera 10° UFC/mL, causando danos teciduais e
desencadeamento de uma resposta inflamatoria no hospedeiro (LEITE,2011).

Os sinais classicos de infeccdo em feridas incluem calor, exsudacdo® purulenta,
hiperemia, dor e edema. Além do atraso na cicatrizagdo, observa-se, nas lesdes infectadas,
presenca de friabilidade do tecido de granulacdo com pigmentacOes e despigmentagdes

patologicas, auséncia de tecido de granulacdo no leito ou presenga de tecido anormal, alteracéo

2L IncrustagOes, formadas por bactérias mergulhados em matriz extracelular de substancia polimérica secretada
pelos microrganismos (DeCS, 2018).

22 Quimiocina CXC quimiotatica para Linfdcitos T e Mondcito, além de estar envolvido na progressdo da
angiogénese. sdo produzidas pelo processamento alternativo de RNAm (DeCS,2016; GUYON, 2014)

23 Camada de tecido conjuntivo de espessura variavel. Encontra-se imediatamente abaixo da pele (DeCS,2003)

24 Produto soroso de alto teor proteico resultante de processo inflamatério, que sai dos vasos sanguineos e se
deposita em superficies teciduais (MICHAELIS,2021).
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no odor, deterioracdo e reabertura da ferida, maceracao, inflamacao e celulite, desconforto ou
aumento da dor na regido da lesdo e formacéo de abscesso?® (QUEGE, 2008).

A infeccdo ocorre quando ha presenca e replicacdo de microrganismos na regido da
ferida. Este fator é influenciado pela presenca de tipos de microrganismos. Ainda, podem-se
citar os fatores de resisténcia dos microrganismos patogénicos, os quais afetam as condicoes
gerais de perfusdo de nutrientes e da oxigenacdo dos tecidos. Com isso, pode ocorrer a
cronificacdo da lesdo de forma direta e indireta. O mecanismo direto inclui basicamente
producéo de toxinas que induzem um aumento da quantidade de moléculas pro-inflamatorias
(citocinas) e a necrose tecidual. Além disso, as bactérias também induzem reducdo de
mecanismos protetores quimiotaticos, aumentam a producdo de enzimas citotoxicas e de
radicais livres e, ainda, acentuam a hipoxia®®, que é exacerbada pelos metabolitos
vasoconstritores. Todos esses fatores, ocasionados pela presenca de microrganismos, levam a
leséo tecidual (QUEGE, 2008).

Desta forma, a ocorréncia de infeccdo em feridas de individuos diabéticos leva ao
aumento de custos tanto na assisténcia ambulatorial como para o paciente sob cuidados em
domicilio. Além disso, 0 uso empirico?’ de antibi6ticos na terapéutica da UPD desencadeia
efeitos adversos e resisténcia bacteriana, dificultando ainda mais o tratamento (QUEGE, 2008).

A terapéutica antibidtica inicial na UPD é empirica e apoiada na severidade da infeccéo,
em indicagcbes epidemioldgicas e evidéncias clinicas. O tratamento antibiotico definitivo é
baseado na resposta clinica do paciente a antibioticoterapia empirica, assim como também nos
resultados culturais e da sensibilidade aos antibi6ticos dos agentes patogénicos isolados. O
aumento de bactérias resistentes a antibiéticos dificulta a escolha de medicamentos para o
tratamento de infec¢Bes em Ulceras diabéticas. Dessa forma, a cronicidade das lesdes, associada
a multiplos internamentos hospitalares, consultas frequentes e esquemas de antibioticoterapia
prolongada, sdo responsaveis por este aumento (LEITE, 2011).

25 Acumulagdo de pus em uma cavidade existente ou formada acidentalmente nos tecidos, em consequéncia de
inflamacdo (MICHAELIS,2021).

% Situacdo em que o contelido de oxigénio no nivel celular encontra-se diminuido. (DeCS,2016)

27 Que se baseia somente na experiéncia ou observacéo, ou por elas se guia, sem levar em consideracéo teorias ou
métodos cientificos; experimental, pratico (MICHAELIS,2021).

24



1.2.1 DIFERENCIACAO BACTERIANA — COLORACAO DE GRAM

Em 1884, a coloracdo de Gram foi desenvolvida pelo bacteriologista dinamarqués
Hans Christian Gram. Ela é um dos procedimentos mais Uteis para diferenciacdo das bactérias
em dois grandes grupos: Gram positivas (Gram +) e Gram negativas (Gram —). Assim sendo, é
o método de coloracéo diferencial mais utilizado em exames diretos ao microscdpio de amostras

clinicas e de coldnias bacterianas.

As bactérias Gram + (Figura 2A) possuem espessa camada de Peptideoglicano®,
conferindo rigidez, regulacdo de nutrientes, regulacao da divisao celular e protecdo. Elas retém
0 corante primario (cristal violeta) devido ao aumento na quantidade de acido teicdico e a
diminuicdo da permeabilidade na parede celular aos solventes organicos, por conterem menos
lipideos e maior quantidade de Peptideoglicano na parede celular (CAMPANHA, 2000;
PEREIRA, 2011).

A parede das bactérias Gram — (Figura 2B), por outro lado, apresenta maior
complexidade estrutural. Sobre a membrana citoplasmatica ha uma fina camada de
peptideoglicano e, acima desta, h& uma membrana composta de bicamada fosfolipidica
(denominada de membrana externa) contendo alta concentracdo de lipopolissacarideo (LPS),
em sua face extracelular. Entre as duas membranas (citoplasmatica e externa), ha um espaco
abrangendo o peptideoglicano denominado de periplasma. O espaco periplasmatico € rico em
enzimas e proteinas possuindo grande atividade biolégica. Na coloracdo de Gram, a delgada
camada de peptideoglicano ndo permite a fixacdo do corante cristal violeta e iodo. Por esta
razdo, o corante é removido na lavagem com etanol. A remoc¢do permite entdo a contra-
coloracdo com a fucsina. Estas células bacterianas, entdo, sdo visualizadas em tom
avermelhado, distintamente das Gram + que ficam coradas em tom arroxeado (CAMPANHA,
2000; PEREIRA, 2011).

28 Ppolimero estrutural do envelope da célula bacteriana que consiste em aglicares e aminoécidos, o qual é
responsavel tanto pela determinacéo da forma como pela integridade celular sob estresse osmético em virtualmente
todas as bactérias (DeCS,2017).
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Figura 2. Estrutura da parede celular bacteriana — (A) Gram + ap6s a membrana plasmatica, ha uma espessa
camada de peptideoglicano entrelagado com acido teicdico e acido lipoteicdico e logo apds processo de coloragao
Gram se apresentam em tom arroxeado (B) -Gram — ap6s a membrana plasmatica, ha um espago chamado “espago
periplasmatico”, uma camada fina de peptideoglicano e uma membrana externa e logo apds processo de coloragéo
Gram se apresentam em tom avermelhado (GUERRA,2017). Fonte: O Autor,2021

1.2.2 BACTERIAS GRAM POSITIVAS (GRAM +)

O Staphylococcus epidermidis (Figura 3) € um colonizador bacteriano comensal da pele
e membranas mucosas de humanos. Possui um polissacarideo B especifico e dificilmente causa
danos aos queratindcitos, produzindo peptideos toxicos para outros microrganismos, como
Staphylococcus aureus e Streptococcus. A epiderme permite o crescimento de S. epidermidis,
enquanto isso fornece ao hospedeiro um nivel adicional de peptideos antibacterianos,

constituindo uma relacédo perfeita de mutualismo hospedeiro-bactéria.

Entretanto, também é visto como um importante patdgeno oportunista, juntamente com
Staphylococcus aureus. S. Epidermidis, ocupa o primeiro lugar entre os causadores agentes de
infeccdes hospitalares. Os custos de septicemia causados por contaminacdo de cateter vascular
pelo S. epidermidis chegam a aproximadamente US$ 2 bilhdes anuais para os Estados Unidos
da América, pelas dificuldades de tratamento causadas por resisténcia bacteriana (OTTO, 2009;
PATINO, 2013).
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Figura 3. Staphylococcus epidermidis - Espécie de Staphylococcus em formato de cocos, Gram positivas (Gram
+), anaerdbio facultativo. Principalmente encontrado na pele e mucosa de animais homeotérmicos, pode ser um
patégeno primario ou invasor secundario (DeCS, 2018). Fonte: National Institute of Allergy and Infectious
Diseases (NIAID), 2011

Staphylococcus aureus € a bactéria mais comum em infeccdes nosocomiais® causando
diversas doencgas, variando de pequenas infeccOes de pele a condi¢fes de risco de vida,
incluindo endocardite e septicemia. Apesar dessas capacidades patogénicas, estafilococos
fazem parte da microbiota normal da pele e suas interacdes com os humanos s@o normalmente
assintomaticos. As infec¢des causadas por esse agente geralmente resultam nas violacdes da
imunidade inata do hospedeiro como danos as membranas mucosas e cutaneas. Com o avango
da biotecnologia, foram sequenciados genomas de Staphylococcus, revelando que S. aureus
(Figura 4) e S. epidermidis compartilham um conjunto basico comum de genes. Contudo S.
aureus é mais eficiente do que S. epidermidis na aquisicao e incorporacdo de DNA estranho em

seu genoma, incluindo elementos que codificam fatores de viruléncia (MASSEY, 2006).

32 Hospitalares. Instituicdes com um corpo clinico organizado que presta cuidados médicos aos pacientes (DeCS,
2017).
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Figura 4. Staphylococcus aureus - Bactéria potencialmente patogénica encontrada em membranas nasais, pele,
foliculos pilosos e perineo de animais homeotérmicos. Podem causar diversos tipos de infeccdes e intoxicagdes.
(DeCs, 2018) Fonte: Janice Haney Carr, 2001

Os géneros Streptococcus (Figura 5) e Enterococcus compreendem bactérias Gram + de
grande importancia clinica e epidemioldgica, sendo a maioria das espécies componentes da
microbiota natural humana. Streptococcus tem ao menos 135 espécies conhecidas que
colonizam as membranas mucosas humanas e animais. Espécies como Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus agalactiae sdo altamente virulentas e
causam infeccOes e doencas como febres reumaticas e escarlates, pneumonia ou sepse neonatal.
Os estreptococos sdo classificados com base na morfologia da colbnia, tipo de hemolise e
especificidade soroldgica (KOSECKA-STROJEK, 2020).

Figura 5. Streptococcus spp. - Género de bactérias cocoides Gram positivas (Gram +) cujos organismos ocorrem
em cadeias. Endosporos® ndo sdo produzidos. Varias espécies existem como comensais ou parasitas do homem e
animais, sendo que algumas espécies sdo altamente patogénicas. Algumas espécies sdo saprofiticas®* e ocorrem
no ambiente natural (DeCS, 2015). Fonte: National Institute of Allergy and Infectious Diseases, NIAID,2019

33 Grupo de cocos cujas relages taxondmicas séo incertas. Formam endosporos, tém corpos de parede espessa no
interior de células vegetativas de certas bactérias, e sdo capazes de passar por condi¢cGes ambientais adversas por
periodos prolongados (DeCS,2009).
34 Organismo que obtém seus nutrientes de matéria organica em decomposicdo (MICHAELIS,2021).
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Peptostreptococcus spp. (Figura 6) € uma bactéria em forma de cocos Gram + anaerébia
e é parte da microbiota comensal oral e intestinal. Essa bactéria € um agente etiol6gico
de inumeras doencas incluindo (1) endocardite, (2) abscessos hepaticos, (3) doenca periodontal,
(4) infeccBes do canal radicular e (5) infeccGes de feridas (DE SOUZA, 2018).

Figura 6. Peptostreptococcus spp. Género de bactérias cocdides, Gram positivas (Gram +) e anaerobias, que sdo
parte da microbiota normal de humanos. Seus organismos séo patdgenos oportunistas, causando bacteremias e
infec¢des de tecido mole (DeCS, 2015). Fonte: Van Dalen,1993.

1.2.3 BACTERIAS GRAM NEGATIVAS (GRAM -)

Escherichia coli (Figura 7) é uma bactéria Gram —, comensal do trato gastrointestinal e
normalmente ndo € patogénica para humanos. Entretanto, varias cepas de E. coli ttm a
capacidade de causar varias doencas em diferentes locais, incluindo o sistema renal, o trato
gastrointestinal, feridas e o sistema nervoso central (ALHARBI, 2019; BRASIL, 2004).

Figura 7. - Escherichia coli - Espécie de bactéria Gram negativa (Gram -), facultativamente anaerébia, em forma
de bastdo comumente encontrada na parte mais baixa do intestino de animais de sangue quente. Geralmente nédo é
patogénica, embora algumas linhagens sejam conhecidas por produzir diarreia e infeccdes pirogénicas. As
linhagens patogénicas sdo classificadas pelos seus mecanismos patogénicos especificos como toxinas (DeCS,
2009). Fonte: KAPER,2004.
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Pseudomonas aeruginosa (Figura 8) é um bacilo Gram-negativo ambiental comum,
além de ser encontrada também em ambiente hospitalar como (1) pisos, (2) grades de camas,
(3) pias e (4) as mdos dos profissionais de enfermagem. Essa espécie de bactéria, P. aeruginosa,
atua como um patdgeno oportunista em varias circunstancias, principalmente em pacientes
imunossuprimidos e em infeccOes de feridas causadas por queimaduras. lgualmente, P.
aeruginosa é capaz de produzir elastase®®, inibindo assim a integridade da membrana basal do
hospedeiro disseminando a infec¢do (LYCZAK, 2000).

Figura 8. Pseudomonas aeruginosa - Espécie de bactérias em bastonete, Gram negativa (Gram ) e aerobias,
comumente isoladas de amostras clinicas (feridas, queimaduras e infec¢fes do trato urindrio). Também é
amplamente distribuida no solo e na agua. P. aeruginosa é um dos principais agentes de infec¢do hospitalar.
(DeCs, 2009).Fonte: Janice Haney Carr, 2011.

Morganella morganii (Figura 9) é um bacilo Gram — em forma de bastonete, além de
ser um raro patégeno oportunista predominantemente isolado de infeccdes nosocomiais. Esta
espécie pertence a familia Enterobacteriaceae e foi isolado pela primeira vez em amostra fecal
no ano de 1906 por um pediatra. Ele é considerado um patégeno incomum ao ser humano,
amplamente distribuido no meio ambiente e na microbiota intestinal normal de humanos,
mamiferos e répteis. M. morganii causa diversas infec¢des, tal como (1) infeccBes do trato
urinério, (2) ulceras genitais, (3) pericardite, (4) infeccGes de feridas nas extremidades do pé e
(5) septicemia (BANDY,2020).

3% A enzima quebra a elastina, a proteina especifica das fibras elasticas, e digere outras proteinas tais como a fibrina,
hemoglobina e albumina (DeCS, 2009)
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Figura 9. Morganella morganii - Espécie de Morganella previamente classificada como espécie de Proteus. E
encontrada em fezes de humanos, caes, outros mamiferos e répteis. (DeCS,2009). Fonte: KUNG, 2020

Proteus mirabilis (Figura 10) pode ser encontrado no solo, fontes de &gua e esgoto.
Além disso é um microrganismo comensal do trato gastrointestinal de humanos e outros
animais. Este tipo de bactéria pode causar diversas infec¢fes, mas principalmente as Infeccdes
do Trato Urinério (ITU) associadas a insercdo de cateteres. P mirabilis podem induzir formacao
de calculos na bexiga, nos rins podendo até progredir para um quadro de septicemia®, que
possui alto prognostico®” de mortalidade (ARMBRUSTER, 2018).
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Figura 10. Proteus mirabilis - Espécie bacteriana Gram negativa (Gram -), facultativamente anaerébia e em forma
de bastonete, que é frequentemente isolada de amostras clinicas. O local mais comum de infecgdo é o trato urinario
(DeCS, 2009).Fonte: Kreisleriana, 2020

% Sindrome de resposta inflamatéria sistémica com uma etiologia infecciosa suspeita ou comprovada.
(DeCs,2020)

37 Predicéo do provavel resultado de uma doenca baseado nas condigdes do individuo e no curso normal da doenca
como observado em situacfes semelhantes (DeCS,2016).
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Klebsiella spp. (Figura 11) sdo onipresentes na natureza. Elas provavelmente tém dois
habitats comuns sendo um 0 meio ambiente onde sdo encontrados na dgua de superficie, esgoto,
solo e em plantas. Mesmo assim, 0s principais reservatorios patogénicos para a transmisséo de
Klebsiella s&o o trato gastrointestinal e as maos dos profissionais da area hospitalar. Por isso,
Klebsiella frequentemente causam infecgdes nosocomiais. A espécie mais importante,
Klebsiella pneumoniae, é responsavel por proporcfes significativas de infec¢bes do trato
urinario adquiridas em hospitais, pneumonia, septicemias e infec¢cbes em tecidos moles.
Contudo, representam apenas de 2 a 4% das infeccOes de ferida devido a ampla disseminacao
de cepas resistentes a antibidticos, especialmente de cepas produtoras de P-lactamase que

apresentam amplo espectro (PODSCHUN, 1998).

Figura 11. Klebsiella spp - Género de bactérias Gram negativa (Gram —), facultativamente anaerébias e em forma
de bastonete, cujos organismos se arranjam individualmente, aos pares ou em cadeias curtas. Este género é
comumente encontrado no trato intestinal e € um patdgeno oportunista que pode levar a septicemia, pneumonia,
infec¢des do trato urindrio e outros tipos de infeccdo humana (DeCS,2009) Fonte: Instituto Nacional de Alergia e
Doencas Infecciosas, National Institutes of Health, 2020

A patogénese de Edwardsiella spp. (Figura 12) e suas doengas tém seu mecanismo
amplamente desconhecido. As bactérias entéricas pertencem a microbiota comensal que
habitam os animais as quais sdo oportunistas, pois tem o potencial de causar infeccGes em

individuos que apresentam imunossupressao. Elas representam diversas espécies bacterianas,
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como, Aeromonas, Salmonella, Edwardsiella e Yersinia, sdo zoonoses*®. Membros da
Edwardsiella estdo associados a ambientes de dgua doce ou marinha e sdo transmitidos aos
humanos por contato ou ingestdo de animais aquaticos malcozidos e é transmitida também por
animais domesticos. Cerca de 80% das infec¢des causadas por Edwardsiella spp. originam
gastroenterites semelhante as infec¢es por Salmonella. J& 20% restantes das infeccGes
humanas sdo doengas extra intestinais como mionecrose, infeccdes de tecidos moles, meningite,

peritonite com septicemia e infecgdes de feridas (LEUNG, 2012).

Figura 12. Edwardsiella spp. - Género bacteriano em forma de bastonetes, Gram negativa (Gram —), anaerdbios
facultativos, geralmente com motilidade devido aos flagelos. Membros deste género geralmente sdo encontrados
nos intestinos de animais de sangue frio e em agua doce (DeCS, 2009). Fonte: DU, 2007.

1.3 ABORDAGEM TERAPEUTICA - SUS

Os curativos utilizados pelo Sistema Unico de Sadde (SUS) no tratamento das feridas
cutaneas devem atender sete requisitos: (1) ndo permitir acimulo de exsudato, (2) manter a
umidade na ferida, (3) permitir trocas gasosas, (4) proteger contra infeccdo, (5) fornir
isolamento térmico, (6) ndo possuir agentes toxicos e (7) sua remocao ndo devem gerar traumas
locais. E segundo o manual do pé diabético (2016, p.47) o tratamento padrdo se resume a quatro
alternativas conforme se observa no quadro abaixo.

38 Doengas de animais que podem ser transmitidas aos humanos ou podem ser transmitidas dos humanos para os
animais (DeCS, 2020).
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Quadro 1. Coberturas utilizadas pelo Sistema Unico de Satde (SUS) no tratamento das feridas cutaneas. Fonte:
O Autor, 2021.

Coberturas Descrigio Indicagdes Periodicidade
de froca
Feridas epitelizadas.
Curativo autoadesivo composto de ativo hidrocoloide  Feridas que apresentam tecido de granulagdo com nenhum ou pouco
de Carboximetilcelulose sodica. Possui capacidade de  exsudato do tipo seroso sanguinolento.
Hidrocoloide absorver o exsudato. € permeavel para gases, porém Ate 7 dias
forma uma camada oclusiva para liquidos e Tecido necrdtico imido ou esfacelo com pouco exsudato do fipo seroso,
microrganismos (LM FARMA, 2021). sanguinolento ou serossanguinolento.
Tecido necrotico seco/escara com nenhuma exsudacio.
Composto por 9 dcidos graxos (addoe linoleico, addo
. oleico, dcido caprilico, dcido palmifico. Acido laurico,
Acidos graxos  dcido caprico, dcido caproico, dcido miristico ¢ acido 1a 2 vezes por
essenciais estedrico), vitamina A, vitamina E e Lecitina de soja, Tecido epitelizado dia

que promovem acio hidratante e emoliente! na pele
(LM FARMA, 2021).

Curative constifuido de fibras de algas mannhas ricas
em Acido Manurdnico. Acido Gulurdnico e ions

Feridas que apresentam tecido de granulagio com exsudato do tipo seroso

Alginato de caldo e sédio. promovem desbridamento? autolitice® e serossanguinolento de quanfidade moderadaa sbundante. i\:é;;;ﬁg
cilcio e sidio  absorvem o exsudato transformando-o em um gel Feridas que apresentam tecido de granulacio com exsudato do tipo 7 dias -

hidrofilico, mantendo assim a umidade ideal na ferida.

(LM FARMA 2021) sanguinolento de quantidade moderada a abundante

Antimicrobiano de amplo espectro, abrangendo
bactérias Gram +, Gram — ¢ fungos. Esse

medicamento possui dois mecanismos de agio Feridas que possuem granulagio com colonizagio critica ouinfecgioe
Sulfadiazina de conhecidos. O primeiro ;cmsiste nos ions de prata que exsudato seropurulento. puunilento ou piosanguinolento de quantidade )

reagem com 0 DNA (Addo desoximibonucleico) dos  moderada a abundante. Até saturagio
prata microrganismoes impedindo sua replicagio. E o outro  Tecido necrdtico Umido ou esfacelo com exsudato do tipe seropurmlento,

que esse medicamento age por pressdo osmdfica pumnlento ou serossanguinolente em quantidade moderada a abundante

comprometendo as paredes celulares, gerando assim,
seu rompimento (SILVESTRE, 2021).

! Que tem a propriedade de amolecer ou abrandar a pele ou abrandar uma membrana nmicosa irritada (MICHAELIS,2021).

? Remogio de um material estranho e tecido desvimlizado ou contaminado de ou adjacente a uma lesio traumadtica ou infectada até que tecido sadio circundante seja exposto
(DeCS,19953).

? Desintegraciio espontinea de tecidos ou células pela agio de suas proprias enzimas autégenas (DeCS,1999).

Por essas vantagens os curativos sdo amplamente utilizados para proteger a ferida e
promover a cicatrizacdo (REIS, 2013). Entretanto, no estudo de Dumville et. al. (2012, p.1909),
que avalia diversos curativos, foi observado que ndo houve diferenca significativa na
cicatrizacdo entre curativos mais caros em compara¢do com alternativas mais econémicas

tampouco entre curativos contendo ou ndo antimicrobianos e antissépticos.

1.4 ABORDAGEM TERAPEUTICA - RAPHA®

Nosso grupo desenvolveu um sistema terapéutico composto pelo uso combinado de
LEDterapia com a BLN, denominado sistema terapéutico RAPHA®. Este sistema foi
desenvolvido na Universidade de Brasilia — UnB, consulta de patente (BR 102016019963-8
A2) — para aplicacdo direta em processos inflamatorios humanos internos e externos. Foi
observado em estudo clinico que os participantes de pesquisa apresentaram melhoria no
processo de cicatrizagdo em outros aspectos, como (1) na qualidade de vida, (2) no humor e

autoestima e (3) na qualidade de trabalho e deslocamento (ROSA, 2018).
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Estudos realizados por nosso grupo demonstraram que a terapia promovida pelo
RAPHA® resultou em cicatrizacdo de até 99% em ratos portadores de diabetes que receberam
tratamento com BLN contendo lipossomas com curcumina e LED (RAPHA® plus) Silva (2020,
p.30). Ainda, observaram-se excelentes resultados em humanos de acordo com o ensaio clinico
conduzido por Santana (2021, p.79). Os participantes de pesquisa que receberam tratamento
com BLN contendo curcumina e LED (RAPHA® Plus) tiveram um resultado médio de
cicatrizacao de feridas de 89% em apenas 45 dias.

Na presente pesquisa sera analisada a composicao e quantidade de microbiota cultivavel
oriunda das Ulceras de participantes de pesquisa portadores de UPD antes e ap0s o tratamento
com o0 RAPHA® e RAPHA® Plus. Nossa hipotese € que o tratamento induz reducdo ou
remissdo da infeccdo na Ulcera dos participantes e que esta alteracdo esteja relacionada a melhor
cicatrizacdo em relacdo ao tratamento convencional realizado no Sistema Unico de Saude
(SUS). Essa hipdtese é sustentada pelo fato de que a curcumina apresenta efeito anti-
inflamatorio, antioxidante e antimicrobiano (AKRAM, 2010).

1.41 ABORDAGEM TERAPEUTICA - BIOMEMBRANA DE

LATEX NATURAL (BLN)

Os produtos registrados para o tratamento de UPD ndo sdo totalmente eficientes e
apresentam custos elevados (REIS, 2013). Nosso grupo tem se empenhado em explorar novas
estratégias terapéuticas para UPD que sejam mais eficazes e de baixo custo. Neste contexto,
destaca-se a utilizacdo de curativo baseado em biomembrana de latex natural (BLN). Estudos
prévios demonstram que a BLN promoveu cicatrizacdo e remodelagem tecidual em Ulceras
isquémicas em perna humana (FRADE, 2003) e em UPDs sem causar feitos adversos, gerando
boa aceitacdo do participante de pesquisa no tratamento com a BLN (REIS, 2013; NUNES,
2016; ROSA, 2018; LOPEZ-DELIS, 2018; AGNELLO,2018; ROSA, 2019; SILVA, 2020;
SANTANA, 2021; FERREIRA, 2021).

O latex € um composto natural extraido da seringueira (Hevea brasiliensis). Apés corte
em seu caule, a arvore expele um liquido de aspecto branco leitoso, que possui em sua
composi¢do 5% de macromoléculas ndo vinculadas a borracha (proteinas, lipidios, carboidratos

e acucar), 45% de fracdo de borracha (cis-polyisoprene) e 50% de agua. O latex natural é um
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cicatrizante natural da planta, ou seja, € um metabolito secundario utilizado para defesa propria,
em situacOes de lesdes (FERREIRA et al., 2009).

Devido a suas propriedades terapéuticas, seu baixo custo e auséncia de risco de
transmissdo de patdgenos o latex € um interessante recurso terapéutico. Como consequéncia
da sua biocompatibilidade, o latex vem sendo explorado como biomaterial para diversas
aplicacdes médicas (ROSA et al., 2019; SILVA, 2020). As suas propriedades estimuladoras de
neovascularizacdo, regeneracao tecidual, neoangiogénese e formacdo de matriz extracelular
tem sido comprovada em diferentes estudos realizados em varias espécies animais
(ZIMMERMANN et al., 2007; PINHO et al., 2004; SILVA, 2020; SANTANA, 2021).

Em Ulceras venosas, a BLN promoveu a organizacao do tecido cicatricial atraves da
inducio de fatores de crescimento como VEGF* (Vascular endothelial growth factor), TGF-
B14 (Transforming growth factor beta 1) e reducéo da expressdo da enzima iINOS* (induced

nitric oxide synthase), favorecendo a cicatrizagcdo (FRADE, 2003).

Neste trabalho, propomos aplicar uma biomembrana de latex natural (BLN) contendo
lipossomas para o carreamento de um biocomposto denominado curcumina visando a aumentar

a eficiéncia de neoformacéo tecidual em relacdo ao uso exclusivo de latex natural.

1.4.2 ABORDAGEM TERAPEUTICA - FOTOTERAPIA

A fototerapia produz efeitos quimicos e, por isso, ndo altera significativamente a
temperatura do local tratado, variando dentro da faixa de 0,1°C a 0,5°C. Tal feito é causado pela
absorcdo dos fétons pelos cromoforos da pele estimulando o metabolismo celular (1) na
permeabilidade, (2) metabolismo de mitocondrias, (3) na sintese de ATP (Adenosina trifosfato),

(4) na modulagéo da dor, (5) na inflamacéo e (6) na cicatrizagéo tecidual. Assim, a fototerapia

43 Membro da familia dos fatores de crescimento da célula endotelial denominados fatores de crescimento do
endotélio vascular. é produzido por uma ampla variedade de tipos celulares. Além de estimular o crescimento e a
permeabilidade vascular, pode ter um papel na estimulagdo da vasodilatacdo através de vias dependentes do 6xido
nitrico (DeCS,2013).

4 O TGF- B desempenha um papel no desenvolvimento embrionario, diferenciacéo celular, secrecdo de horménio
e funcao imunolodgica. O TGF- B é encontrado principalmente como formas homodimeras de distintos produtos do
gene TGF- 1, TGF- 2 ou TGF- B3 (DeCS,2015).

4 Subtipo de 6xido nitrico sintase independente de Célcio que pode desempemhar um papel na funcéo
imunoldgica. E uma enzima indutivel cuja expressdo é transcricionalmente regulada por uma variedade de
Citocinas (DeCS,2017).
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pode induzir a modulacdo de proteinas constituintes da pele como colageno e a elastina
(HOURELD, 2014; DE ABREU CHAVES, 2017).

Os efeitos da fotobiomodulagio®® promovida por LASER (Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation) ou LED (Light Emitting Diode) sobre a cicatrizacdo de
feridas sdo bem descritos na literatura. E relatado que estas terapias induzem taxa aumentada
de cicatrizacdo de feridas. Contudo, ainda sdo necessarios estudos que utilizem a fototerapia
em combinagdo com outras técnicas para encontrar métodos ainda mais eficazes para induzir a
cicatrizagcdo completa da ferida (KUFFLER, 2016).

LASER é uma fonte de luz monocromatica, coerente com curto espectro de onda, com
fracdes de nanbmetros (hm) enquanto o LED € incoerente, ou seja, com maior espectro de onda
variando entre 1 e 2 nm e é policromatica (HEISKANEN, 2018). Sua aplicacdo na cicatrizacdo
de feridas contribuiu para o reparo tecidual cutaneo através dos efeitos anti-inflamatorio e
analgesico, promoc¢do da proliferacdo de fibroblastos, sintese de colageno e angiogénese,
modulacdo do processo inflamatério e melhor organizacao das fibras de colageno (FABRE,
2015; DE LIMA, 2014; SANTANA, 2021).

Demonstrou-se, em estudo in vitro, que a irradiacdo com o LED aumenta a viabilidade e
morfologia de fibroblastos através do aumento do nivel de proteinas de choque térmico,
responsaveis por modular a homeostase celular, auxiliar no reparo apds o estresse celular e
promover a cicatrizacdo de feridas (CHOI, 2019). Ainda, foi demonstrado em ensaios in vivo
em que a terapia com LED estimulou a proliferacdo de queratindcitos na epiderme, bem como
a deposicdo de coladgeno na derme durante a fase de proliferacdo da cicatrizacdo (TAKEO,
2015) e promoveu aumento de vasos sanguineos, de VEGF e reducdo do COX-2%
(TATMATSU-ROCHA, 2018).

O LED possui algumas vantagens sobre o LASER, como capacidade de irradiar grande
area do corpo a0 mesmo tempo e apresentar menor custo, maior seguranca, a ndo emissédo de
luz térmica, ndo toxicidade e ndo invasividade, além da facilidade em uso doméstico. Essas
caracteristicas tornam a LEDterapia uma tecnologia mais acessivel e aplicavel na saide do que

outras modalidades. Essa terapia utiliza o LED como fonte luminosa terapéutica e tem sido

46 Efeito Bioldgico gerado pela absorcéo de fotons pelos croméforos da pele (DOS SANTOS MENDES-COSTA,
2020).
47 Subtipo de prostaglandina-endoperdxido sintase expressa por indugdo. Desempenha importante papel em muitos
processos celulares e na Inflamagdo (DeCS, 2006).
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aplicada com diversas finalidades, que vao além da cicatrizagdo de feridas, promovendo
rejuvenescimento da pele, reducéo da inflamacéo, psoriase, dentre outros (DONG,2017).

Por promover neoformacgdo vascular e por estimular a proliferacdo, granulacdo e
reepitelizacdo tecidual, uma alternativa viavel para a modulacdo orgéanica da ferida é a
fototerapia, sendo seu representante mais promissor o diodo emissor de luz - LED, apresentando
um custo menor comparado com o LASER. O LED é utilizado com comprimento de onda que
varia de 405 nm (azul) a 940 nm (infravermelho) (SINGH, 2001; NGUYEN, 2016; MOREIRA,
2009; YANG, 2019; WANG, 2020; WOJCIK, 2020).

O estudo realizado por Vitoriano (2019, p.1370) comparou as terapias com LASER e
LED em ensaio clinico para promover a cicatrizacdo de Ulceras diabéticas. Ambos 0s
tratamentos demonstraram promover reparo tecidual e melhorar os sinais e sintomas
neuropaticos em pacientes com DM. No entanto, os resultados demonstraram taxa de
cicatrizacdo mais alta nas feridas tratadas com LED do que com LASER, ressaltando que

estudos complementares sdo necessarios para compreender a superioridade entre as terapias.

Visando os efeitos benéficos da LEDterapia para o tratamento de feridas foi
desenvolvido um equipamento movel para neoformacdo tecidual — dispositivo terapéutico
RAPHA® - associado a uma biomembrana de latex natural, para promover a cicatrizacao de
feridas diabéticas (SANTANA,2021).

1.5 ABORDAGEM TERAPEUTICA — Curcuma longa E CURCUMINA

A Curcuma longa L. (Figura 13A) é uma planta pertencente a familia Zingiberaceae.
Popularmente conhecida como acafrdo-da-terra ou circuma, trata-se de uma planta herbacea,
perene e gque apresenta rizoma* ovoide podendo alcancar até 10 cm de comprimento. Quando
cortados, apresentam coloracio amarelo avermelhada, exalando nota olfativa Sui generis®,
além de apresentar sabor picante. A Curcuma longa L. é uma planta originaria da India e do
sudeste da Asia. Esta espécie se desenvolve em solo imido e argiloso, adaptando-se bem na
maioria dos paises tropicais. E uma planta utilizada ha 6.000 anos pela medicina tradicional

Indiana, a Ayurveda. E comumente prescrita na prevencéo e controle de desordens fisicas que

49 Caule horizontal subterraneo semelhante a raiz, produzindo brotos aéreos e raizes subterraneas. Distinguem-se
das raizes verdadeiras, que ndo possuem botdes e nds. Semelhantes a raizes verdadeiras por serem subterraneos e
mais espessos por armazenar depositos de reserva (DeCS, 2016).

%0 Que n&o apresenta semelhanga com nenhuma outra pessoa ou coisa; original, peculiar (MICHAELIS,2021).
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incluem resfriado, comprometimento de vias aéreas, sinusite, infeccdes bacterianas, alteracdes
hepéticas, diabetes, feridas, reumatismo e anorexia. A parte da planta comumente utilizada é o
rizoma e € empregado como corante alimenticio, tempero ou suplemento alimentar (MARCHI,
2016).

Figura 13. (A) Curcuma longa em Rizoma e em pd Fonte: EUGSTER,2014 e (B) Estrutura quimica do principal
curcuminoide da Curcuma longa, a Curcumina. Fonte: AKBIK,2014.

A curcumina é um curcumindide lipossoltvel e estd presente no acafrdo (Curcuma
longa) (Figura 13B) sendo também usada para tratamento de Ulceras diabéticas (AKBIK et al.,
2014). Estudos prévios demonstraram que a curcumina apresenta efeitos antiinflamatorio,
antioxidante, anticoagulante e antibidtico. Além disso, foi relatado que este curcumindide
apresenta propriedade cicatrizante, visto que favorece (1) a redugéo da resposta de oxidacao e
inflamacéo, (2) formacéo de tecido de granulacéo, (3) deposicao de colageno, (4) remodelacéo
tecidual e (5) contracdo da ferida. Portanto, a curcumina representa um biocomposto com
grande potencial para uso como material para cicatrizagdo de Ulceras (AKRAM, 2010;
EMIROGLU et al., 2017; DAl et al., 2017).

Na cicatrizacdo de feridas, a curcumina reduz a oxidacédo e inflamacao, promove a
migrac&o de fibroblastos, a formagéo do tecido de granulacdo e a deposicéao de coladgeno. Ainda,
controla a apoptose das células na ferida favorecendo a reepitelizagdo, remodelacéo tecidual e
contracdo da ferida (AGGARWAL, 2009). Em ratos diabéticos, a administracdo da curcumina,
tanto por via oral (40 mg de curcumina para cada quilograma de peso) quanto topica (0,1% de
curcumina veiculada em polietilenoglicol), melhorou o reparo de feridas promovendo
reepitelizacdo, neovascularizacdo aprimorada, migragdo aumentada de varias células, incluindo

miofibroblastos dérmicos, fibroblastos e macrofagos para o leito da ferida e maior contetdo de
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coldgeno. Também, esse curcumindide induziu aumento do TGF-1 em feridas tratadas com

curcumina em comparagdo com o grupo controle (SIDHU,1999).

Ainda, diversos estudos foram realizados visando avaliar os efeitos da curcumina em
feridas diabéticas. Foi demonstrado que o fitocomposto, associado a nanofibras ou na forma de
gel, induziram atividade antioxidante e antiinflamatoria em ratos diabéticos, acelerando a
cicatrizacao das feridas diabéticas (KANT, 2014; MERRELL, 2009; KANT, 2015).

Apesar do exposto, a curcumina apresenta pouca biodisponibilidade no organismo
devido as suas propriedades lipofilicas e isto, consequentemente, resulta, na sua baixa
estabilidade quimica e rapida eliminacgéo pelo organismo. Assim, seu uso terapéutico € limitado.
Por fim, uma estratégia viavel para aumentar a biodisponibilidade € a utilizacdo de

nanoestruturas como os lipossomas (SILVA, 2020).

1.6 ABORDAGEM TERAPEUTICA - LIPOSSOMAS

Lipossomas sdo estruturas vesiculares constituidas por uma ou Vvérias bicamadas
lipidicas, assemelhando-se a membranas celulares. Os fosfolipidios apresentam natureza
anfifilica, ou seja, possuem uma regido hidrofilica e outra lipofilica. Por isso, sdo utilizados
como carreadores versateis de farmacos®® hidrofilicos e lipofilicos. Os lipossomas s&o
constituidos predominantemente por fosfolipidios, encontrados abundantemente em diversos
tecidos, incluindo tecidos nervosos. Lipossomas apresentam maior biodisponibilidade no
organismo visto sua similaridade de composic¢do organica melhorando, assim, a absorcdo e
meia-vida de compostos a ele associados (SILVA, 2020; HOEKMAN et al. 2014).

Lipossomas melhoram a captacdo celular, tecidual e a distribuicdo dos compostos
terapéuticos para os locais-alvo. Essas nanovesiculas fosfolipidicas podem veicular substancias
com caracteristicas lipofilicas, hidrofilicas e/ou ambas. Por exemplo, moléculas bioativas
lipofilicas podem ser incorporadas no interior da bicamada lipidica, enquanto moléculas
hidrofilicas podem ser inseridas na regido central aquosa, conforme podemos observar na
Figura 14 (SILVA, 2020).

51 Substancia quimica ativa, formaco, droga ou matéria-prima que tenha propriedades farmacolégicas com
finalidade medicamentosa, utilizada para diagndstico, alivio ou tratamento, empregada para modificar ou explorar
sistemas fisioldgicos ou estados patoldgicos, em beneficio da pessoa na qual se administra (BRASIL,2021).
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Figura 14. Lipossomas. - S8o vesiculas compostas por bicamadas lipidicas fechadas, amplamente empregadas
como veiculos para entrega de farmacos por possibilitar o carreamento de moléculas imisciveis em &gua tais como
curcumina na regido lipofilica. Possibilitando ainda carreamento de outro farmaco hidrossolivel na regido
hidrofilica. Fonte: Adaptado de SILVA, 2020.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar alteracdes da composicdo de microbiota cultivavel em Ulcera de pé diabético

(UPD) durante o tratamento realizado pela associacdo de equipamento diodo emissor de luz

LEDs (RAPHA®) associado a biomembranas de latex natural (BLN) contendo lipossomas com

curcumina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a populacdo microbiana cultivivel da ulcera no momento que precede (Coleta
Inicial - CI) e imediatamente apds (Coleta Final - CF) a intervencao terapéutica.

Identificar as espécies bacterianas cultivaveis que colonizam a Glcera dos participantes antes
e apos a intervencdo terapéutica, nos dias DO, D22 e D45 por meio de ensaios

microbioldgicos e bioquimicos.

41



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 BIOMEMBRANA DE LATEX NATURAL

As Biomembranas de Latex Natural (BLN) (Figura 15), utilizadas para a realizagdo dos
ensaios, foram preparadas utilizando latex natural bicentrifugado pré-vulcanizado (Du Latex
Produtos Industriais Ltda. Sdo Paulo, Brasil). Os lipossomas foram confeccionados pelo nosso
grupo de pesquisa. Foi utilizado um método adaptado de MOHAMMED et al., 2004
empregando fosfolipidio (Lipoid E 80/Lipoid, Alemanha) e colesterol (Sigma, USA) em
solvente organico (mistura de cloroférmio e metanol). Apos a solubilizacdo dos lipidios, a
solugdo foi submetida a secagem em rotaevaporador (BUCHI) para formagéo do filme lipidico.
O filme foi hidratado com tampé&o fosfato salina, a pH 7,4 (PBS), sob vigorosa agitacdo
magnética (SILVA, 2020).

A confeccdo das biomembranas de latex com e sem curcumina foi realizada nas
instalagBes do Laboratério de Engenharia e Inovacao da Universidade de Brasilia (LEI — UnB).
Os Lipossomas com curcumina foram adicionados antes do processo de vulcanizacéo do latex
(SILVA, 2020). A BLN aplicada no tratamento dos participantes de pesquisa trata-se de um
artigo semicritico® visto que fica em contato com a pele ndo integra. Por isso, é necessario

realizar a sua desinfeccdo™® ou esterilizagdo®’ para uso clinico.

Um método eficaz para esterilizacdo de biomateriais consiste no vapor de baixa
temperatura e formaldeido (VBTF). O VTBF possui como agente esterilizante o formaldeido
em uma solucdo a 2% submetida a vapor em baixa temperatura (55 + 5°C). Esse processo
produz a desnaturacdo de grupos funcionais de proteinas estruturais e do DNA bacteriano. O
formaldeido associado com o vapor d'agua favorece o processo de penetracao desse agente nas
celulas bacterianas (BRASIL, 2009; GOVEIA, 2007; MAGRINI,2019)

Todas as biomembranas foram enviadas para a empresa Sterimed Cedral Servigos de

Esterilizacdo Ltda (S8 Paulo, Brasil) e esterilizadas pelo método VBTF (Laudo de

%5 Segundo a Portaria N° 3.012/2009 - "Regulamento Técnico Mercosul para Produtos com Agdo Antimicrobiana
Utilizados em Artigos Criticos e Semi-criticos, Areas Criticas e Semi-Criticas e Esterilizantes"

%6 Processo fisico ou quimico que destréi todos os microrganismos de objetos inanimados e superficies, exceto um
namero elevado de esporos bacterianos (BRASIL, 2009).

57 Processo validado que serve para fazer um objeto inanimado e superficie livre de todas as formas vidveis de
microrganismos (BRASIL, 2009).
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esterilizacdo — Anexo 3). Estudos prévios demonstraram que esse método de esterilizacdo ndo
seria 0 mais indicado para materiais como o latex, devido a possivel dificuldade de se extrair o
formaldeido impregnado na superficie da BLN, além de diminuir sua forca ténsil (GOVEIA,
2007; BORINI, 2016). Devido a sensibilidade do produto a altas temperaturas, nosso grupo
avaliou a relacdo custo-beneficio entre 0 método VBTF e outros métodos de esterilizacéo
disponiveis no mercado e por fim decidiu por esse método. Para validar esta metodologia
realizou-se analises para avaliar a integridade da BLN ap6s o processo de esterilizacdo. N&o se
observou alteracGes nas propriedades fisicas e quimicas na BLN (dados ndo publicados). Além
disso, como a BLN ¢ cortada e posicionada no leito da Ulcera sua forca ténsil torna-se

irrelevante.

Biomembrana de
Latex

|

-

Figura 15. Biomembrana de latex extraido da seringueira Hevea brasiliensis vulcanizado e veiculado com
lipossomas de curcumina. Fonte: O autor, 2020.

3.2 DISPOSITIVO RAPHA®

O diodo emissor de luz (LED) faz parte do dispositivo terapéutico RAPHA® (Figura
16) e consiste em um sistema movel para neoformacdo tecidual baseado nos principios de

fototerapia que visa auxiliar a cicatrizacdo de feridas (REIS, 2013).

Esse dispositivo de fototerapia movel é um sistema eletrdnico que contém um

temporizador, uma campainha e um controlador para a corrente que alimenta o LED. Ademais,
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a placa tem 30 LEDs de alta poténcia, com comprimento de onda entre 635 e 640 nm (luz
vermelha) em um rearranjo hexagonal para melhor homogeneidade e emisséo de alta pureza,
com uma poténcia de 1800 MW e uma densidade de energia de 25 J /cm? na forma de pulsos
de luzes sequenciais, com um tempo de radia¢do programado para 35 minutos. O equipamento
tem as seguintes dimensdes 13 cm altura x 8,5 cm comprimento x 5,5 cm largura e um peso
total de 600 g (ROSA, et al., 2019).

Figura 16. Equipamento de neoformagdo tecidual com LED de alta poténcia com comprimento de
onda entre 635 ¢ 640 nm (luz vermelha) RAPHA®. Fonte: O autor, 2020.

3.3 CONDUTA EXPERIMENTAL COM OS PARTICIPANTES

O projeto foi submetido ao Comité De Etica Humano (CEP) e & Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) em julho de 2018, sob o Certificado de Apresentacdo para
Apreciacio Etica (CAEE) de nimero 95910718.5.0000.0030 (Anexo 2). Todos os participantes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) antes da participacdo do
projeto. Em estudos preliminares, foi feito um ensaio clinico com participantes de pesquisa no
Hospital Regional de Ceilandia (HRC) em Brasilia-DF, 0 que norteou os procedimentos que
foram adotados para o ensaio do presente estudo (LOPEZ-DELIS et al., 2018).
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Como critérios de inclusdo para o estudo, o participante deveria ter entre 18 e 75 anos
de idade, ser portador de diabetes mellitus tipo 1 ou I, UPD com indicacdo de tratamento
ambulatorial, historico da ferida com, pelo menos, trés semanas de duracéo, ndo possuir alergia
ao latex, ndo ter comprometimento da autonomia mental e possuir telefone celular com
capacidade para realizar fotografias e ter o aplicativo WhatsApp. Foram excluidos da pesquisa
0s pacientes diabéticos que faziam uso irregular de medicacdo para outras doencas ou mesmo
sem acompanhamento médico regular. Também se excluiu do estudo os participantes que
possuiam evidéncias de osteomielite ou gangrena, etilistas, usuarios de drogas ilicitas,
portadores de doencas cronicas que comprometessem a pesquisa, lactantes ou participantes que

ja fizeram parte de estudos clinicos em periodo inferior a um ano.

A populacéo do estudo foi composta por individuos portadores de Ulceras diabéticas de
membros inferiores, com indicacdo de tratamento ambulatorial. Foram selecionados 15
participantes com tais caracteristicas e que foram distribuidos em trés grupos experimentais
(n=5), sendo GC o grupo controle enquanto GE1 e GE2 referem-se a grupos experimentais em
qgue se empregou biomembrana de latex sem (GE1) ou com curcumina (GE2). A fim de
diferenciar a adigdo de tecnologia utilizou-se, neste trabalho, a terminologia RAPHA® para o
grupo GE1, o qual utilizou BLN sem curcumina e RAPHA® Plus, para o grupo que utilizou
BLN com curcumina (Figura 17). Ambos os grupos — GE1 e GE2 — usaram LED
concomitantemente ao uso do curativo sob a Ulcera diariamente por um periodo de 45 dias. A
irradiagdo com diodo emissor de luz (LED) foi feita no comprimento de onda vermelho (A =
636 £ 20 nm).

Os participantes do GC receberam os curativos e tratamento do protocolo SUS
realizados pela equipe de saude especializada do Hospital Regional da Asa Norte (HRAN), no
Ambulatério de Diabetes, duas vezes por semana. J& 0s participantes dos grupos GE1 e GE2
receberam tratamento com uso de BLN e de LED (RAPHA® e RAPHA® Plus) em suas
residéncias e a equipe de acompanhamento realizava a visita domiciliar de uma a duas vezes

por semana.

O protocolo de tratamento para os grupos GE1 e GE2 foi realizado de forma autbnoma
ou com auxilio de algum familiar. Os curativos eram trocados diariamente ap0s a exposi¢do ao
LED. Os participantes dos grupos GE1 e GE2 também recebiam acompanhamento ambulatorial
no Hospital Regional da Asa Norte (HRAN, Ambulatorio de Diabetes), de 15 em 15 dias para

avaliacdo da equipe de salde.
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NUMERO DE PARTICIPANTES 1
DE PESQUISA 5

GC GE1l GE2
GRUPOS (n=5) (n=5) (n=5)
PADRAO ' . | [ RapHA®
TRATAMENTO SUS RAPHA Plus
I , I o I
LOCAL AMBULATORIO DOMICILIO DOMICILIO

1X POR
PERIODICIDADE DO CURATIVO
SEI\/IANA DIARIO DIARIO

Figura 17. Desenho experimental do estudo — Grupos de avaliagdo: (1) grupo controle (GC), (2) grupo
experimental 1 (GE1) e (3) grupo experimental 2 (GE2). Cada grupo composto por cinco participantes. E
demonstrado no fluxograma o tipo de tratamento realizado, local de tratamento e periodicidade de troca do
curativo. Fonte: O autor, 2020.

O protocolo experimental consistia na limpeza da ferida com soro fisioldgico (NaCl a
0,9%) em quantidade suficiente para tal. A biomembrana de latex era cortada no formato da
ferida, estendendo-se sobre toda a &rea ulcerada como cobertura primaria e 0o equipamento

RAPHA® era posicionado sobre a BLN e mantido ligado durante 35 minutos. Ent3o, o curativo

era finalizado com gaze e atadura (Figura 18).

Figura 18. Aplicagio do protocolo experimental. A) Ulcera diabética apos limpeza com soro fisiologico
0,9%. B) Biomembrana de latex cortada e colocada sobre a tllcera conforme tamanho da ferida. C) Aplicacdo
do protocolo experimental utilizando biomembrana de latex e LEDterapia. D) Curativo finalizado utilizando
a biomembrana de latex como cobertura primaria e fechado com gaze e atadura. Fonte: Santana, 2021.

As amostras bioldgicas oriundas das Ulceras dos participantes foram obtidas no inicio

(dia 0), durante (dia 22) e ao final (dia 45) do protocolo de tratamento, a fim de se avaliar a
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populacdo microbiana das feridas por meio de andlises microbioldgicas. Foram realizadas
coletas em dois momentos sendo: (1) Coleta Inicial (CI) ao retirar o curativo, antes de iniciar o
protocolo e (2) a Coleta Final (CF) ao término do protocolo. Apds a limpeza e retirada do

curativo era colocado um novo curativo antes de se iniciar a irradiacdo por LED na tlcera .

Para coleta das amostras microbioldgicas, foi utilizada haste plastica estéril (Swab, figura
19). Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em tubo contendo meio de transporte
bacteriano - STUART (KASVI, BRASIL) - a temperatura ambiente. Os tubos contendo as
amostras em meio STUART foram mantidos e analisados no Laboratorio de Analises
Moleculares de Patégenos (LAMP) no Departamento de Biologia Celular localizado no
Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia (IB — UnB), Campus Darcy Ribeiro.

Figura 19. Swab e meio de transporte STUART estéril — haste plastica flexivel denominada Swab utilizada
para coletas de materiais bioldgicos em UPD acompanhado de meio de transporte STUART nao seletivo para
manutencdo da viabilidade microbioldgica durante o traslado para o laboratdrio. Fonte: O autor, 2020.

3.4 ANALISE MICROBIOLOGICA

Apos a coleta, as amostras bioldgicas das Ulceras presentes nos tubos com meio Stuart
e swab foram processadas. Para isso, o material contido na extremidade de cada swab foi
introduzido em tubo de ensaio de vidro esterilizado previamente por autoclavagem contendo 1

mL de solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril. Posteriormente, cada suspensdo foi homogeneizada
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por 30 segundos em agitador vortex (Labnet, EUA). A partir deste material, foi realizada uma
diluicdo de 1:10 para propiciar uma contagem mais assertiva das unidades formadoras de
col6nia. Para isso, adicionaram-se 100 pL deste contetido em 900 uL de solugdo salina. A partir
desta suspenséo, realizou-se a semeadura de aliquotas de volume de 100 pL. em cada uma das
trés placas de meio de cultura (Agar Sangue, Agar MacConkey e Agar manitol) conforme
representado no quadro 2. Posteriormente, a aliquota foi espalhada utilizando a técnica de
superficie com auxilio de alca de Drigalsky de vidro até absorcao completa pelo meio de cultura
e, logo apds, as placas de meio de cultura foram incubadas em estufa bacterioldgica por 24
horas a 35 = 2°C em condicdes de aerobiose. As contagens foram realizadas a olho desarmado
e, em seguida, aplicou-se o fator de correcdo® 1:10, expressando, assim, seu resultado em
UFC/mL (Unidade Formadora de coldnia por Mililitro) (BRITO, 2000; GUERRA, 2016).

Quadro 2. Meios de cultura e provas bioquimicas para identificagdo microbioldgica. Fonte: Adaptado de BRASIL,
2004,

PROVAS E MEIOS DE CULTURA

AGAR PROVAS
SANGUE | MACCONKEY | MANITOL CATALASE RUGAI COM
LISINA
Meio de cultura] Meio de cultura | Meio de cultura | Diferenciar grupos de | Identificar familia
néo seletivo para isolar para Staphylococcus e Enterobacteriaceae.
usado para o bacilos gram  |diferenciacdo de Streptococcus Séo considerados
isolamento de negativos Staphylococcus | (Figura 3.4) através da atualmente 27
microrganismos aureus, presenca da enzima péneros, 102 espécies
néo Staphylococcus | catalase decompondo e 8 grupos
fastidiosos®:. epidermidis e |perdxido de hidrogénio indefinidos.
Staphylococcus (H,0,) em agua e
saprophyticus oxigénio.

A enzima catalase € uma enzima oxidorredutase e desempenha um papel crucial para
neutralizar espécies reativas de oxigénio (ERO) como perdxido de hidrogénio, molécula

frequentemente produzida como um subproduto da respiracdo aerobica. Portanto, a enzima

60 Método utilizado para corrigir a diluicdo microbiana, principio ativo, o teor elementar de um mineral ou a
umidade [ANFARMAG, 2017].

61 Microrganismo com exigéncias nutritivas complexas, ndo desenvolvendo-se em meios de cultura nio seletivos.
Multiplicam-se lentamente, exigem altos lotes de suplemento nutritivo e de controle ambiental (SIMMONS,2019).
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catalase atua como um antioxidante e protege a célula contra os efeitos deletérios do estresse
oxidativo. Essa enzima é encontrada em uma ampla gama de organismos aerdbios e anaerdbios
e hidrolisa mais de um milhdo de moléculas de perdxido de hidrogénio por segundo. O
mecanismo basico de funcionamento desta enzima envolve a degradacdo da espécie reativa de
Oxigénio, ou seja, peroxido de hidrogénio (H202) em oxigénio e agua (2 H202 + Catalase — 2
H>0 + O.). Essa reagdo € evidente e demonstrada pela rapida formacéo de bolhas (KAUSHAL,
2018). Desta forma, o teste de catalase facilita a deteccdo da enzima catalase em bactérias Gram
+ (REINER, 2010).

CATALASE
I
POSITIVA NEGATIVA
_ SEMEAR EM Straptococcus
AGAR SANGUE E
OBSERVAR A

COAGULASE HEMOLISE
DNAse } l

POSITIVO NEGATIVO
MANITOL BETA GAMA
¢ LLF:A (total) (sem hemolise)
(parcial)

Staphylococcus aureus Staphylececcus epidermidis l l l
ou

SENSIBILIDADE SENSIBILIDADE TOLERANCIA

Staphylococcus saprophyticus A OPTOQUINA A BACITRACINA A NaCl6,5%
l SENSIVEL SENSIVEL NAO CRESCEU

SENSIBILIDADE -
i N Streptococeus Streptococcus Néo
SENSIVEL "* 4" RESISTENTE P P
l s DU L L l preumoniae pyogenes Enterococcus sp

Staphvlococecus Staphvlocaccus RESISTENTE RESISTENTE
epidermidis saprophyvticls Viridans qualquer ou Streptococcus
grupo D agalactiae

CRESCEU
Enterococus sp

Figura 20. — Prova da catalase — Fluxograma para identificacdo diferencial de bactérias Gram +. Fonte: Adaptado
de BRASIL,2004.

Para a prova da catalase foi adicionado 1 mL de peroxido de hidrogénio (H202) em um
tubo de ensaio de 12 x 75 mm. Usando um swab, foi coletada uma pequena quantidade de
microrganismos diretamente das colonias formadas no meio de cultura e colocada dentro do
tubo. As reacgdes positivas foram evidentes por efervescéncia imediata (O2 + 4gua = bolhas)
(Figura 21 A). J& nas reacOes negativas sem enzima catalase para hidrolisar o peroxido de
hidrogénio, ndo houve formacdo de bolhas (Figura 21 B) (REINER, 2010).
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Figura 21. — Prova da catalase — A) reacdo positiva: evidentes por efervescéncia imediata (O, + agua = bolhas).
B) reagdo negativa, sem formacéo de bolhas. Fonte: REINER, 2010.

Adicionalmente, foi utilizado o meio de cultura Rugai com Lisina, visto que é possivel
se analisar a presenca de diferentes reacdes enzimaticas, formacdo de gas e capacidade de
motilidade em um Unico tubo (Figura 22). Com isso, é possivel diferenciar cepas de cocos Gram
— da familia Enterobacteriaceae®. As amostras foram inoculadas em meio de cultura, através
da técnica de semeadura das colonias em profundidade e estriamento da superficie em tubo
inclinado. Posteriormente, as amostras foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35 + 2°C
por 24 horas, com a tampa frouxa e com duas gotas do reativo de Kovacs®® (PACHECO, 2020).

Triptofano
Sacarose

Glicose

Meio de Ruoai

Uréia
Gas
H.S

Lisina

Motilidade

Medo LMI

Figura 22 — Tubo Rugai com lisina — meio de cultura utilizado para identificar familia Enterobacteriaceae.
Apresentacdo das por¢es onde ocorrem as reagdes bioquimicas. Fonte: LABOCLIN, 2019

62 Familia de bactérias Gram — anaerdbias facultativas e em forma de bastonete, que ndo formam enddsporos,
alguns sendo saprofitas e outros parasitas de plantas e animais (DeCS,2019)
83 Solugo contendo p-Dimetilaminobenzaldeido 5%, Acido cloridrico 25% e Butanol g.s.p.,utilizada para realizar
a prova do Indol (IND). (LABOCLIN, 2019).
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O objetivo de se usar o meio de Rugai com lisina consiste em realizar uma triagem
bioquimica de colbnias bacterianas. O meio de Rugai com Lisina apresenta uma série
bioquimica contendo nove provas que sao agrupadas em um unico tubo sendo elas: (1) reacédo
de indol (IND), (2) desaminacdo do aminoacido L-triptofano (LTD), (3) fermentacdo da
sacarose (SAC), (4) producdo de sulfeto de hidrogénio (H2S), (5) producédo de gas (GAS), (6)
hidrélise da ureia (URE), (7) fermentacdo da glicose (GL1I), (8) descarboxilacdo da lisina (LIS)
e (9) motilidade (MOT), sendo analisadas visualmente conforme representacdo na Figura 23

(LABOCLIN, 2019).
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Figura 23 — Resultados visuais do meio de cultura Rugai com lisina — representacéo dos resultados esperados para
identificacdo de bactérias. Fonte: LABOCLIN, 2019.

Pseudomonas aeruginosa
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4. RESULTADOS

4.1 RELACAO DA EVOLUCAO DAS FERIDAS E MICROBIOTA

Apds a realizacdo das identificacbes bacterianas, observou-se que a maioria das
bactérias encontradas nas Ulceras dos participantes de pesquisa foram Gram + com prevaléncia
em 79,3% (Figura 24). Essas bactérias sdo consideradas comensais da pele da maioria dos
individuos expostos ao ambiente hospitalar (OTTO, 2009). Entretanto, as bactérias Gram — as

quais sdo enterobactérias representaram 20,7%.

GRAM -

GRAM +

Figura 24. Prevaléncia geral de bactérias Gram + versus bactérias Gram —: amostras bacterianas coletadas
diretamente da Glcera dos participantes de pesquisa dos seguintes grupos: grupo controle (GC), grupo experimental
1 (GE1X) e grupo experimental 2 (GE2), durante os dias DO (Dia 0), D22 (Dia 22) e D45 (Dia 45) de tratamento.

Cerca de 79% das espécies microbianas identificadas nas Ulceras dos participantes de
pesquisa eram bactérias comensais que sdo normalmente encontradas em individuos expostos

ao ambiente hospitalar (S. aureus 39,7% e S. epidermidis 39,7%).

O restante percentual, 20,7% de espécies microbianas encontradas nas Ulceras, foram
Edwardsiella spp. (10,3%), Klebsiella spp. (5,2%) e P. mirabilis (5,2%) (Figura 25). Essas
espécies ndo fazem parte da microbiota comensal do tecido cutdneo humano, e sdo

potencialmente patogénicas (LEUNG,2012).
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Todas as espécies bacterianas demonstraram colonizacéo persistente ndo apresentando
diferenga significativa na microbiota da Ulcera apds os tratamentos em quaisquer dos grupos
supracitados: GC, GE1 e GE2.

Edwardsiella spp

Klebsiella spp

P. mirabilis
5, S. aureus

S. epidermidis

Figura 25 — Prevaléncia de espécies microbianas: amostras bacterianas coletadas diretamente da UPD dos
participantes de pesquisa dos seguintes grupos: grupo controle (GC), grupo experimental 1 (GE1) e grupo
experimental 2 (GE2), durante os dias DO (Dia 0), D22 (Dia 22) e D45 (Dia 45) de tratamento.

Realizaram-se coletas das amostras biologicas em dois momentos, sendo: (1) Coleta
Inicial (CI) ao retirar o curativo, antes de iniciar o protocolo e (2) a Coleta Final (CF) ao término
do protocolo. A variagdo bacteriana sera apresentada em porcentagem. Para identificacdo dos
participantes de pesquisa, utilizou-se um codigo de identificacdo, em que P1 representa
participante n°1 e P2 representa participante n°2, assim por diante. A seguir, serdo descritos 0s
resultados do representante de cada um dos grupos.

O participante P12, representando o GC (Figura 26) em seu periodo de tratamento,
notou-se que no DO houve um aumento de 7% na microbiota. J& no D22 houve uma diminuicéo
em 26% dos microrganismos. No Gltimo dia do tratamento, no D45, houve redugdo de 90%.
Em todas as andlises houve manutencdo do perfil microbiolégico apresentando diminuicéao
média de 36% de bactérias totais. Tendo sua colonizagdo por S. epidermidis e Klebsiella spp.
Contudo, observou-se involucdo na cicatrizagdo da Ulcera, apresentando aumento em 34%
(SANTANA,2021).
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DO D22 D45

Figura 26 — Registro fotogréafico dos dias DO (Dia 0), D22 (Dia 22), e D45 (Dia 45) do representante do grupo
controle (GC).

J& o participante P1 pertencente ao GE1, que apresentava seu tenddo calcaneo quase
totalmente exposto, apresentou contracdo da ferida em 47% (SANTANA,2021) conforme
podemos observar na Figura 27, dentro dos 45 dias do experimento. Todavia, observaram-se
variacdes na quantidade de cepas de S. epidermidis e S. aureus na Ulcera deste participante ao
longo do tratamento. No DO, notou-se uma diminuicdo de 89% seguida de reducgéo de 7% no
dia 22. Contudo, no D45, notou-se um aumento em 40% de sua microbiota. Demonstrando

assim uma diminuicdo média de sua microbiota total em 56%.

Figura 27— Registro fotografico dos dias DO (Dia 0), D22 (Dia 22), e D45 (Dia 45) da representante do grupo
experimental 1 (GE1) tratado com biomembrana de latex natural (BLN) + LED (RAPHA®).

A participante P9 pertencente ao grupo GE2 teve sua Ulcera 100% cicatrizada em apenas
33 dias (SANTANA,2021). Devido a isso, ndo se seguiu o protocolo de analise padréo, ou seja,
coleta nos dias 0, 22 e 45. Ao analisar a microbiota de sua Ulcera, observou-se uma variacao
significativa de S. epidermidis (Figura 28). No dia inicial (DO) de aplicagdo do protocolo

terapéutico, observou-se reducdo de cerca de 82% da quantidade de S. epidermidis apds a
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aplicacdo do protocolo RAPHA® plus. Ja no dia 17, averiguou-se um aumento de 2% na
quantidade de S. epidermidis e no dia 33 notou-se aumento de 136% da populagdo microbiana.

Apresentando aumento médio de sua microbiota cultivavel em 56%.

Figura 28 — Registro fotogréafico dos dias DO (Dia 0), D17 (Dia 17), e D33 (Dia 33) da representante do grupo
experimental 2 (GE2) tratado com biomembrana de latex natural (BLN) veiculada com lipossomas de curcumina
+ LED (RAPHA® Plus).

A fim de demonstrar a variacdo na populacdo bacteriana cultivavel, foram produzidas
tabelas demonstrando a variacdo em porcentagem geral de todos os participantes de pesquisa
nos diferentes grupos (Figura 29) e a variacdo em porcentagem por espécie microbiana
(Apéndice C). Os numeros representados nas colunas porcentagem (%) de Variacdo e
porcentagem (%) MEDIA, quando se apresentam negativos, demonstram diminuicdo da
microbiota apds os devidos protocolos que serdo apresentados em fonte vermelha. Os nimeros
positivos evidenciam um aumento na microbiota da UPD e permanecem em fonte preto

automatico.
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A DIA O B DIA 22 C DIA 45

o % de o, Particioante kG % de % Particioante] G % de %

Participante |Grupo | v\ o 0 | MEDIA rcipante [ITUpO | yry acdo| MEDIA 1eIpante) MIUPS | yraracio | MEDIA
il

Pl GEl 8% Pl GEL | -7% Pl GEl | 40%

P2 GEIl 239 P2 GE1 | 238% » GEL |38

P3 GE1 7% 4% P3 GE1 -24% 25% P3 GE1l _go;, 1%

P4 GE1 -18% P4 GEl 99% D4 GE1 | 300

Ps GE1 116% 3 GE1 -76% B5 GE1 7004

Pé GE2 P6 GE2 | -89% T TS

P$ GE2 23% Ps GE2 | 25% P8 GEx |.26%

P9 GE2 82% | -27% P9 GE2 2% -22% P9 GE2 |[137% 9%

P14 GE2 -20% P14 GE2 34% P14 GE2? | -30%

P15 GE2 -43%, P15 GE2 -12% P15 GE2 2305

P10 GC 50% P10 GC | -58% P10 GC |-53%

P11 GC 6% Pil GC | -9% P11 GC |-12%

P12 GC 784, 31% P12 oo 26% 14%a P12 GC _O0%, -39%

P13 GC 121% P13 GC | 188% P13 GC 22%

p7 GC 15% P7 GC | -26% p7 GC |-18%

Figura 29 — Variacdo bacteriana entre a Coleta Inicial (CI) - ao retirar o curativo e antes de iniciar os protocolos (1) padrdo do SUS (GC), (2) protocolo RAPHA® (GE1) e (3)
protocolo RAPHA® Plus (GE2) e a Coleta Final (CF) - logo ap6s ao término desses procedimentos e antes do fechamento do novo curativo do dia inicial DO (A), dia
intermediério D22 (B) e do dia derradeiro D45 (C) - os niimeros representados nas colunas % de Variagio e % MEDIA quando se apresentam negativos demonstram diminuicao
da microbiota ap6s os devidos protocolos e serdo apresentados em fonte vermelha. Os nimeros positivos evidenciam um aumento na microbiota da UPD e 0s ndmeros
permanecem em fonte preto automatico.
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4.2 ANALISE DE DADOS

Para avaliar a populacdo microbiana, este estudo adotou uma abordagem em dias, isto
é, foi realizada uma coleta com swab nos dias 0, 22 e 45 dos tratamentos realizados. Isto serviu
para observar como se comportava a populagdo microbiana nas Ulceras de pé diabético.

Por ser uma pesquisa em gue o tamanho da amostra é demasiadamente pequeno, ou seja,
foram 15 participantes da pesquisa, a analise estatistica realizada foi de testes ndo parametricos,

nédo necessitando de utilizacdo do teste de normalidade. (WARNER, 2007)

Dessa maneira, para analisar amostras ndo-parameétricas dependentes num mesmo grupo
de tratamento em momentos diferentes, realizou-se o teste de Wilcoxon, com o Programa IBM

SPSS - Statistical Package for the Social Sciences. (Apendice B)

O resultado para analise de comparacdo de médias com a intervencdo no GC, com o padrao
SUS, e no grupo GE1 e GE2 utilizando o tratamento RAPHA® e RAPHA® Plus, nos dias 0,
22 e 45, respectivamente, para verificar se eram significativamente diferentes entre si

(p<0,050). Concluiu-se que ndo houve diferenca nas médias calculadas nos dias avaliados.

Abaixo seguem os graficos em colunas, indicando nimeros absolutos da contagem
microbiana global dos quinze participantes de pesquisa. Ndo se observou diferenca estatistica
entre o numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) entre os participantes de pesquisa.

DIAO

30000
25000 "I
20000
15000 i
10000

i
o0 1] iIIIiIIIi - ﬂilil

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15

UFC/G

B Coleta Inicial (Cl) Coleta Final (CF)

57



DIA 22
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Figura 30 — Numeros absolutos da contagem microbiana (tendo como unidade de medida UFC/mL) global dos
participantes de pesquisa alocadas nos grupos Grupo controle (GC), grupo experimental 1 (GE1) e grupo
experimental 2 (GE2) nos dias D0, D22 e D45. Amostras coletadas em dois momentos: (1) Coleta Inicial (CI) ao
retirar o curativo e antes de iniciar os protocolos e (2) Coleta Final (CF) logo ap6s ao término desses procedimentos
e antes do fechamento do novo curativo.

Utilizou-se o grafico do tipo Boxplot que nos fornece dentro do tamanho da amostra
nameros significativamente discrepantes, mas nos fornece uma amostra mediana dos primeiros,
segundo e terceiro quartil®®, que em suas extremidades contém o minimo e maximo,
desconsiderando também outliers®”. Nas figuras abaixo, demonstra-se os resultados das
amostras coletadas nos dias DO, D22 e D45 por grupo GC, GE1 e GE2.

% Diz-se de ou qualquer das separatrizes que dividam uma série ordenada de observaces em quatro partes. Valores
maximos, 0s minimos, a mediana, o primeiro quartil e o terceiro quartil. (MICHAELIS,2021; GALVANI, 2012).
67 E uma observacio que se desvia tanto de outras observacdes que levantem suspeitas de que foi gerado por um
mecanismo diferente (HAWKINS, 1980).
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Figura 31. — Resultado das amostras coletadas no dia DO por grupo. (A) Coleta Inicial (Cl) e (B) Coleta Final
(CF) no dia 0. Grupo Controle (GC) seguindo o tratamento SUS, Grupo Experimental 1 (GE1) com tratamento
RAPHA® e Grupo Experimental 2 (GE2) tratamento RAPHA® Plus. Significancia atribuida a p-valor <0,05.
Andlise estatistica realizada por teste de Wilcoxon para amostras dependentes, o resultado de significancia
apresentado foi de p-valor 0,156. Demonstrando, portanto, que néo h4 diferenca significativa.
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Figura 32 — Resultado das amostras coletadas no dia D22 por grupo. (A) Coleta Inicial (CI) e (B) Coleta Final
(CF) no dia 0. Grupo Controle (GC) seguindo o tratamento SUS, Grupo Experimental 1 (GE1) com tratamento
RAPHA® e Grupo Experimental 2 (GE2) tratamento RAPHA® Plus. Significancia atribuida a p-valor <0,05.
Analise estatistica realizada por teste de Wilcoxon para amostras dependentes, o resultado de significancia
apresentado foi de p-valor 0,053. Demonstrando, portanto, que ndo h4 diferenca significativa.
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Figura 33— Resultado das amostras coletadas no dia D45 por grupo. (A) Coleta Inicial (CI) e (B) Coleta Final
(CF) no dia 0. Grupo Controle (GC) seguindo o tratamento SUS, Grupo Experimental 1 (GE1) com tratamento
RAPHA® e Grupo Experimental 2 (GE2) tratamento RAPHA® Plus. Significancia atribuida a p-valor <0,05.
Andlise estatistica realizada por teste de Wilcoxon para amostras dependentes, o resultado de significancia
apresentado foi de p-valor 0,125. Demonstrando, portanto, que nao ha diferenca significativa.

60



4.2.1 PADRONIZACAO DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM A

CLASSIFICACAO DA UNIVERSIDADE DE TEXAS.

Para se realizar uma apreciacdo acurada do tipo de ferida predominante nesse ensaio
clinico, resolveu-se uniformizar a amostra para mais uma analise estatistica. Os tipos de ferida
foram padronizados pelas amostras biologicas das lesdes Tipo “A”, segundo a classificacdo da
Universidade de Texas, com auséncia de infec¢do ou isquemia e crescimento microbioldgico

em agar Manitol. Dessa forma, excluiram-se 8 participantes do estudo.

A hipdtese deste estudo é observar se 0 protocolo RAPHA® ou RAPHA® Plus possuem
atividade antimicrobiana. Utilizou-se a analise de variancia ANOVA (Apéndice A), pois 0
intuito foi comparar a média de populacdo amostral com ulceras similares, além de descobrir
se houve médias distintas significativamente entre elas, similar ao teste de hipoOteses. A
significancia atribuida a p-valor <0,05. O resultado de significancia apresentado foi de p-valor
0,9119, sem diferenca significativa estatistica entre os dias e os tratamentos, nos tipos de feridas

“A”, conforme classificacdo de Texas, como se observa no grafico de barra abaixo.
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Figura 34 - Gréafico de barras onde é apresentado quantitativamente as UFC/mL (Unidades Formadoras de Colénia
por mL) entre a Coleta Inicial (Cl) - ao retirar o curativo e antes de iniciar os protocolos (1) padrdo do SUS (GC),
(2) protocolo RAPHA® (GE1) e (3) protocolo RAPHA® Plus (GE2) e a Coleta Final (CF) - logo ap6s ao término
desses procedimentos e antes do fechamento do novo curativo nos dias experimentais DO, D22 e DA45.
Significancia atribuida a p-valor <0,05. Anélise estatistica realizada pela analise de variancia ANOVA, o resultado
de significancia apresentado foi de p-valor 0,9119. Demonstrando, pois, que ndo ha diferenca significativa.
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Por similaridade do objeto estudado, utilizou-se esse tipo de grafico com o seu desvio
padrdo, e concluiu-se que ndo houve alteracdo na microbiota cutanea da UPD mesmo ap0s 0s
tratamentos GC, GE1 e GE2.

5. DISCUSSAO

A Diabetes mellitus € um dos maiores problemas de saude mundial tendo diversas
complicacdes, dentre elas, hd o desenvolvimento de Ulcera nos membros inferiores
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2005). As ulceras podologicas possuem
microbiota residente’ superficial, mantendo relacdo de comensalismo. Porém o domicilio e 0
ambiente nosocomial podem proporcionar contato com bactérias transitdrias’* oferecendo local
adequado para colonizacdo. A colonizacdo ndo é equivalente a infeccdo, pois infeccdo €
definida quando a contagem microbiana ¢ igual ou maior que 10° UFC/mL (LEITE, 2011;
PATINO, 2013; CARDOSO, 2018). Além disso é importante salientar que os microrganismos
exercem um importante papel na resposta imunolégica, inclusive a composic¢éo da microbiota
pode variar com a periodicidade da limpeza local (PATINO, 2013). Entretanto, sugere-se que

a contracdo de feridas € acelerada na auséncia de microbiota comensal (CANESSO, 2014).

Neste trabalho, averiguou-se a populacdo microbiana nas amostras coletadas em Ulcera
de membros inferiores dos participantes de pesquisa, através de ensaios bioquimicos e
microbioldgicos. As coletas foram realizadas em dois momentos distintos sendo: (1) Coleta
Inicial (CI) ao retirar o curativo e antes de iniciar o protocolo e (2) a Coleta Final (CF) ao

término do protocolo e antes do fechamento do novo curativo.

De acordo com classificacdo inicial preconizada por Hans Christian Gram em 1884,
observou-se a prevaléncia geral de bactérias Gram + versus bactérias Gram — (Figura 4). Onde
79,3% das bactérias eram Gram + (S. aureus 39,7% e S. epidermidis 39,7%) e 20,7%, de
espécies microbianas encontradas nas ulceras foram (Edwardsiella spp. 10,3%, Klebsiella spp.
5,2% e P. mirabilis 5,2%) (Figura 4.1). Entrando em consonancia com as literaturas onde
isolaram microrganismos de UPD (NOOR, 2015; CARVALHO et al, 2004).

0 Microbiota aderida as camadas mais profundas da epiderme, resistente a remogdo com 4gua e sabdo.
Normalmente ndo causam infec¢es (CARDOSO, 2018).

1 Microrganismos que raramente se desenvolvem no tecido cutaneo, sendo elas patogénicas ou ndo (CARDOSO,
2018).
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A eliminacédo de algumas cepas como o S. epidermidis podem favorecer a colonizacéo
por patdgenos oportunistas (PATINO, 2013). Outro género bacteriano auxiliar na homeostase
da ferida é o Lactobacillus spp, pois, gracas a sua producdo de acido latico, promove uma
diminuicdo do pH da UPD dificultando a colonizagéo de patdégenos oportunistas. Além disso
os Lactobacillus expressam a quimiocina CXCL12, responsével por acelerar o fechamento e a
melhora da ferida em camundongos com hiperglicemia ou isquemia periférica, condigdes
associadas a feridas cronicas (GUYON, 2014).

Em todos os dias de tratamento nos diferentes grupos, demonstra-nos que houve
oscilacBes quantitativas da microbiota de UPD. Porém, a diminuicdo bacteriana ndo trouxe
beneficios para a contracdo da ferida. Por exemplo, o participante P12 (GC) teve aumento
médio em sua microbiota em 36%, contudo ndo houve contracdo da ferida, ao contrario, houve
aumento em 34% de sua Ulcera. O participante P1 (GE1) demonstrou diminuicdo média de sua
populacdo microbiana em 19%, entretanto sua ferida apresentou 47% de contracdo. Ja a
participante P9 (GE2) teve 100% de sua UPD cicatrizada em apenas 33 dias e notou-se que teve
0 maior aumento de 56% na populacdo microbiana. Essas incongruéncias relacionadas a

cicatrizacdo e a microbiota ainda carecem de novos estudos.

Quanto ao potencial de contracdo da ferida, Santana (2021, p.67-88) em seu estudo relata
a superioridade do tratamento realizado com 0 RAPHA® Plus, pois este apresentou contragdo
média nos participantes de pesquisa em 89,6%. Os participantes tratados com RAPHA®
apresentaram contracdo média em 40,8%, por fim, os participantes que foram submetidos ao
protocolo padrdo SUS, tiveram contracdo média de apenas 22%. Demonstrando, portanto, que
atecnologia RAPHA® ¢é uma ferramenta promissora para a cicatriza¢do de Glceras de membros

inferiores que acometem o diabético.

A limitacdo deste estudo foi a ndo observacdo de diferenca estatistica na populacdo
microbiana cultivdvel em nenhum dos grupos analisados. Entretanto ha necessidade de
compreender melhor o comportamento da microbiota comensal da pele, na regulacdo e
contracdo da ferida, pois nos chama atencdo em especial a participante P9 que teve sua
cicatrizagdo em apenas 33 dias e teve também um dos maiores aumento médio de sua
microbiota cultivavel, aumentando em 56% S. epidermidis. Essa cepa bacteriana € comensal da
pele, e possivelmente ofereceu ao hospedeiro o beneficio de ndo permitir colonizacéo de cepas

transitorias na ferida.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O protocolo terapéutico consistiu na utilizacdo de irradiagdo de LEDterapia (com
comprimento de onda vermelho) por 35 min associado a biomembrana de latex natural
(RAPHA®) contendo ou nao lipossomas de curcumina durante os 45 dias de ensaio. Observou-
se que este tratamento ndo induziu resposta antimicrobiana. Ao contrario, em alguns casos
houve aumento na quantidade de bactérias cultivaveis, inclusive em individuos com
cicatrizacdo plena. Os grupos experimentais GE1 e GE2 demonstraram uma neoformacéo

tecidual superior comparado com o grupo controle (GC).

Sugerem-se novos estudos para compreender a influéncia do equipamento RAPHA® na
microbiota da UPD, como por exemplo, a analise metagendmica. E também salutar utilizar
outros comprimentos de onda avaliando se ha alguma alteracdo significativa na populagédo
microbiana. Uma alternativa seria investigar se ainda caberia ao projeto RAPHA® um terceiro
agente para que pudesse auxiliar a simbiose cutanea e exclusdo de cepas patogénicas,

facilitando ainda mais a cicatrizacao plena.
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ANEXO 1 - CLASSIFICACAO DE FERIDAS DA UNIVERSIDADE

DO TEXAS
Grau
Escala 0 1 2 3
Ferida
A 1 : i
.- Lesdo pre ou supeificml Feridacom  Ferida com
(Auséncia . ) nio . o
- ~ | pos-ulcerativa e exposicdo de  exposicdo de
de mnfeccio envolvendo -
completamente - tenddo ou 0550 OU
ou . tendio, . . -
: : epitelizada . capsula articulacio
1squemia) capsula ou
0830
B Infeccio Infeccio Infeccéo Infeccio
C Isquemia [squemia [squemia Isquemia
D Isquemia e Isquemia e Isquema e Isquemia e
infeccdo infeccio infeccdo infeccio

Fonte: FERREIRA, 2021.
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ANEXO 2 - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNB - FACULDADE DE
CIENCIAS DA SAUDE DA '%" oy e
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Ensaio clinico randomizado comparativo duplo cego aplicado em dlceras diabéticas de
membros infariores utilizando associagio de biomambrana derivada do latex natural
(Hevea Brasiliensis) e equipamento emissor de luz de leds de comprimento de onda
variado (450 £ 20nm & 636 + 20nm)

Pesquisador: Suelia de Siqueira Rodrigues Fleury Rosa

Area Tematica: Equipamentos e dispositivos tarapéuticos, noves ou ndo registrados no Pais;
Movos procedimantos terapéuticos invasivos;
Versao: 2
CAAE: 94910718.5.0000.0030
Instituigdo Proponente: Programa de Pas-graduagio em Engenharia Biomédica da Faculdade do
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIEMCIA, TECNOLOGIA E INOWVACAD
Ministério da Saode
Financiamanto Propria

DADDS DO PARECER

Momero do Parecer: 2.962 901

Apresentagao do Projeto:

Patrocinador principal: Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagio, Ministério da Sadde.

Local de realizagdo da pesquisa: Hospital Regional da Asa Norte/SES/DF e Hospital Regional do
Gamal/SES/DF.

Rasumo:

“Este & um projeto de pesquisa na area de biotecnologia - vinculado a Desenvolvimento Tecnoldgico &
Extensdo Inovadora — DT, nivel 2, a Bolsa Produtividade em Pesquisa 1C @ ao Projeto de Pesqguisa
financiada Ministério da Sadde Termo de Cooperagdo TED 128/2016 e TED 1282016. Trata-se Ensaio
clinico randomizado comparative duple cego aplicade em dlceras diabéticas de membros infariores
ulilizando associagdo de biomembrana derivada do latex natural (Hevea Brasiliensis) e equipamento
amissor de luz de leds de comprimento de onda variado { = 450 £ 20nm a = 636 £ 20nm). O presenie
aestudo tem como objetivo avaliar a agdo conjunia do biomaterial latex (denominada biomembrana dervada
do latex natural) & do equipamento emissor de luz de com um intervalo de comprimento de onda de = 450 +
20nm, 5mW a = 636 + 20nm,

Enderego: Faculdade de Ciéndas da Salde » Campus Darcy Ribeim

Bairro:  Asa Norbe CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILLA
Telefone: (6131071947 E-mail: cepfsunbifgmail com

Piggea 0 du 28
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ANEXO 3 - LAUDO DE ESTERILIZACAO DA BLN

COSCR e Hda
_ Hom
LAUDO DE ESTERILLZACAD gm: 5
Lhar -
g
Clenbe 15990 CENTRO DE APOIDAD DESEN TECHOLD COTAUMNE CHPL: 0038174001387
B laa L RM. Dars
1.) CONTROLES DE ESTERILIZAGAD REALIZADOS:
Etapa Taate Expmecicficacio Pmanal bardie
SEECA TRUAGEM ECLasaFicachy |l C e
TreAcEn OIS ARTICOE ey b
LIMIESA, L g ek
Lo OOEARTICOS ax D Py
| e o i)
SO TAMERTO T= a areiori, Faskper ke o
ACORECGORAEN TO e reio deibrn 8 i, SeysrThE v, ol U e o [y
o B e e oty
CONTROLE DECARGA Tt Biciirpeny [y —
frimp sty Cusrmes
TERN oA CONTROLE DE O TE [N
N var ar Lt 3 13 e e
LU THILE DE [y
ECHUINRAENTC:
kT L fera
ECHTRCLN IMEPERAT VLA
= D PREDUTE
LUALLRLE ESTERLEADD
3.) RESULTADOS:

3.1.) Teste biologico:

de incubacSo deteminada.
1.2) Integrador quimica:  Houve mudanca homdgenea da cor evidencando resultado satisfatano.
1.3.) Controle de equipamento:  Relaldro impresso do ccloflole evidenciando regulandade no cclo.

CONCLUSAD: Resullados Satisfalorios

Respons ewl Téenico

MILZAF. ANDIRETA COSTA
COREN 4413350

N30 apresantou evidénca de crescimeanio micobiano durante o pariodo
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APENDICE A - TABELA DE RESULTADOS DA ANALISE
ANOVA. SIGNIFICANCIA ATRIBUIDA A P-VALOR <0,05. O
RESULTADO DE SIGNIFICANCIA APRESENTADO FOI DE P-
VALOR 0,9119. DEMONSTRANDO, PORTANTO, QUE NAO HA
DIFERENCA SIGNIFICATIVA.

Table Analyzed

Two-way ANOVA

Alpha

Source of Variation

Interaction
Row Factor

Column Factor

ANOVA table

Interaction

Row Factor
Column Factor

Residual

Number of missing values

Ordinary

0,05

% of total variation
9,651
0,9355

11,83

SS

4,088e+007
3,962e+006

5,012e+007

3,286e+008

18

P value
0,9119
0,8059

0,3783

DF

10
2

5

36

P value summary

ns
ns

ns

MS

4,088e+006
1,981e+006

1,002e+007

9,127e+006

Significant?
No
No

No

F (DFn, DFd)
F (10, 36) = 0,4478
F (2, 36) = 0,2171

F (5, 36) = 1,098

P value
P =0,9119
P =0,8059

P =0,3783
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APENDICE B - TABELA DE SUMARIZACAO DE TESTE DE
HIPOTESE,  NAO-PARAMETRICO,
RELACIONADAS DE TESTE DOS POSTOS SINALIZADOS DE

WILCOXON.

Sumarizagio de Teste de Hipotese

DE

AMOSTRAS

Hipdtese nula Tasla Sig ab Decigdo
oo A mediana d= diferengas sntre Amostras Relacionadas de 156  Reter a hipitese nula.
Colzta Inieial (CT) D0 = Colata Taste dos Postos Sinalizados de
Final(CF) D0 £ izual 2 0. Wilcoxon
a. 0 nivel de significancia & 050,
b. A significancia assintdtica & exibida.
Hipdtese nula Tesie Sig A Decisdo
D27 A mediana de diferencas entre Amostras Relacionadas de 053  Reter a hipdtese nula.
Colzta Inicial (CT) D22 = Colsta Teste dos Postos Sinalizados de
Final{CF) D22 2 1gual a (. Wilcoxan
a. O nivel de significancia & 050
b. A significancia assintdtica é exibida,
Hipdtese nula Testa Sig.*® Decisdo
D45 A mediana da diferangas entre Amostras Relacionadas de 125 Reter a hipdtese nula.

Coleta Inicial (CT) D45 = Coleta
Final(CF) D45 2 izual 2 0.

Teste dos Postos Sinalizados de
Wilcoxon

a. O nivel de significancia & 050

b, A significancia assintdtica é exibida,
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APENDICE C - TABELA DE VARIACAO BACTERIANA ENTRE
A COLETA INICIAL (ClI) E A COLETA FINAL (CF). OS
NUMEROS REPRESENTADOS NAS COLUNAS QUANDO SE
APRESENTAM NEGATIVOS DEMONSTRAM DIMINUICAO DA
MICROBIOTA APOS 0OS DEVIDOS PROTOCOLOS E SERAO
APRESENTADOS EM FONTE VERMELHA. 0OS NUMEROS
POSITIVOS EVIDENCIAM UM AUMENTO NA MICROBIOTA
DA UPD E OS NUMEROS PERMANECEM EM FONTE PRETO
AUTOMATICO.

ESPECIE MICROBIANA

GEAM +

GRAM -

GRUPO

PARTICIPANTE

DIA

S. aureus S. epideremidis

P. mirabilis

P1

P2

P3

P4

ps

Do

D45
DO

D45
DO

D45
DO
D22
D45
DO
D22
D45

-61%
20

Edwardsiella spp.

Klebsiella spp

Ps

pg

P9

P14

P15

DO
D22
D45
DO
D22
D45
DO
D22
D45
DO
D22
D45
DO
D22
D45

P10

P11

P12

P13

p7

Do

D45
Do

D45
DO

D45
Do
D22
D45
DO
D22
D45

121%
188%
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