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RESUMO

O objetivo do presente trabatho foi avaliar o efeito do subgalato de bismuto
no processo de reparagéo tecidual. Foram utilizados 55 ratos Wistar no dorso
dos quais realizou-se feridas padronizadas pelo uso de um bisturi circular (3,5
mm X 2,0 mm). No lado direito a ferida foi tratada com subgalato de bismuto e no
esquerdo, com sclucéo fisiolégica 0,9%. Os periodos avaliados foram de 01, 04,
07, 11 e 18 dias. Utilizou-se microscopia otica comum para avaliagdo histologica
qualitativa ( H.E. } e microscopia de polarizaco para avaliagéo da birrefringéncia
de fibras colagenas; foi realizada ainda avaliagdo histométrica através das
imagens histoiégicas digitalizadas e também avaliagdo macroscopica através de
fotografias padronizadas. Os resultados mostraram que histologicamente néo
houve diferencas relevantes entre teste e controle, com sintese de coldgeno
discretamente maior para grupo controle; macroscopicamente n&o houve
diferenca significativa (ANOVA) no padrdo de contracdo lateral das feridas e
histometricamente, 0s  paréGmetros avaliados  mostraram  ndmeros
significativemente maiores para as feridas tratadas com subgalato de bismuto.

(ANQOVA dias 01 e0 04; teste ¢, p<0,05 nos dias 07,11 e 18). Conclui-se gue o

subgalato _de bismuto ndo interferiu _na qualidade do processo de

reparacao, sendo biocompativel aos tecidos, apresentando uma area maior

de tecido de granulagdo pela presenca fisica do material, podendo ser

indicado como_hemostatico, sem efeito inibor significado sobre o processo

de reparacao.
PALAVRAS CHAVE: Subgalato de bismuto, processo de reparacio.
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INTRODUCAOD

A hemostasia & um principio fundamental dentro das técnicas cirdrgicas,
porem existem situacdes em que nos deparamos com dificuldade na contencéo
da sangramento trans e poés-operatério. Em alguns procedimentos cirurgicos
periodontais esta hemostasia pode ser dificultada devido a estes procedimentos
resultarem em superficies onde néo € possivel a coaptacéo das bordas da ferida,
resultando em tecido conjuntivo exposto e cicatrizagfo por segunda intengao.

Nos casos de gengivectomia / gengivoplastia e enxerto gengival livre, por
exemplo, a hemorragia pode ser um fato que prejudica 0 andamento da cirurgia,
aumenta o tempo operatério, diminui ¢ conforto do paciente e prejudica a
tranqiilidade do operador; nas gengivectomias, a hemostasia normalmente pode
ser facilitada pelo uso de compressas de gaze e colocagho de cimento cirlrgico.
Na regifo doadora de enxerto esta condig&o fica mais dificil pois a area de palato
apresenta um maior risco de lesdo de vasos de maior calibre e,
conseqlientemente, uma maior predisposi¢do a hemorragias mais severas,
tendo-se ainda como mais um agravante a dificuldade de colocacdo de cimento
cirlrgico para protegfio desta area.

Segundo SAROFF et al.*' (1982), muitos pesquisadores tém se atido &
indicagfes, principios cirdrgicos e reparacgdo de areas doadoras de enxerto,
porém muito pouca atencdo tem sido dada aos cuidados relativos a essas areas,

gue usualmente é a mucosa mastigatoria do palato.

Muitos artificios tém sido utilizados para se conseguir hemostasia, por
exemplo, emprego de sutura na regido, uso de esponjas de colageno, colageno

microcristalino, celulose oxidada , fibrina e alginato de caicio, entre outros. Neste
8
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sentido, alguns autores { KIM E GREIN®, 1991; KIM et al. ¥, 1997 ) buscaram
na medicina € mais especificamente em otorrinolaringologia, um composto
hemostatico chamado subgalato de bismuto, gue vem sendo utilizado
topicamente como emoliente, adstringente e antiséptico. Sistemicamente suas
indicacbes sd0 variadas, como por exemplo nas amebiases, dispepsias. diaréia

e ulceras gastricas e intestinais.

O subgalato de bismuto ({ SGB ) é um composto insolivel que apresenta
um metal pesado em sua constitui¢do e que tem sido utilizado para o tratamento
de feridas abertas, em casos de gengivite necrosante aguda, sifilis e outras
doengas; bem como no controle do mal odor em pacientes que sofreram
colostomia ( THORISDOTTIR et al.*® 1988 ). A utilizagdo especifica do SGB
como hemostatico em otorrinolaringologia foi relatado por MANIGLIA et al. Sl
1989 ) num estudo retrospectivo de 12 anos de sua experiéncia de uso desse
produto em tonsilectomias e adenotonsilectomias onde o mesmo era utilizado em
forma de pasta consistente, obtida pela agregacdo do pd do SGB a solugéo
fisiologica e adrenalina 1:1000, sendo essa pasta levada & area de fossa tonsilar
apds exciséo cirlrgica das tonsilas palatinas, objetivando-se assim a hemostasia.
Com esse procedimento conseguiu uma incidéncia muito baixa de hemorragia
pos-operatoria ( 0,28% com uso do SGB contra 1,2% encontrado por PRATT &
GALLAGER®” em 1979, que utilizaram outros métodos de hemostasia). Varios

trabalhos t&ém relatado o sucesso do SGB na obtencéo da

hemostasia nos casos de tonsilectomia e adenotonsilectomia ( FENTON", 1995;
CALLANAN®. 1995: WORMALD & SELLARS*, 1994 ), onde este composto
quimico tem demonstrado 6timo desempenho na contengéo do sangramento,
diminuicdo no tempo de cirurgia, seguranga pos-operatoria ( baixa incidéncia de

9
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hemorragia p6s-operatéria ) e liberagdo antecipada do paciente do ambiente
hospitalar, podendo, segundo MANIGLIA et al.*? ( 1989 ), a tonsilectomia e a
adenotonsilectomia serem executadas em nivel ambulatorial, ao contrario do
procedimento tradicional que necessita de internamento e cuidados poés-
operatérios especiais € com um maior risco pés-cirlrgico de hemorragia.
Segundo THORISDOTTIR et al.*® ( 1988 ), o SGB atua sobre o fator Xil { ou de
Hageman ) ativando a cascata da coagulagdo e proporcionando um menor
tempo para formacgéo do coagulo.Observando os efeitos benéficos do SGB em
otorrinolaringologia, KIM e GREIN?® ( 1991 ) extrapolaram esses resultados para
a odontologia e iniciaram seu usc clinicc como hemostdtico em cirurgias
periodontais que resultam em areas de tecido conjuntivo exposto ( p. ex. area
doadora de enxerto, gengivectomia/gengivoplastia ), obtendo resultados
clinicamente favoraveis, propiciando maior seguranga pos-operatéria com
relacéo & hemostasia. Apesar de muitos trabalhos terem aprovado o SGB como
hemostatico, praticamente ndo se tem relato de seus efeitos sobre os tecidos e
na reparacgao tecidual. O objetivo deste trabalho foi testar o efeito do subgalato

de bismuto no processo de reparac&o em feridas no dorso de ratos.

10



- REVISAO DA LITERATURA



EFETO DO SUBGALATO DE BISMUTO NO PROCESSO DE REPARAGAO DE FERIDAS EM DORSO DE RATOS
REVISAO DA LITERATURA

REVISAO DA LITERATURA

1) HEMOSTASIA

1.1. Coagulac@o

0O termo hemostasia significa prevengao da perda de sangue. Uma vez
que um vaso é danificado ou rompido, a hemostasia é conseguida por varios
mecanismos, incluindo (1) espasmo vascular, (2) formagdo de um tampéo de
plaquetas, (3) formagdo de um coagulo de sangue como resultado da
coagulacdo sanglinea e (4)crescimento eventual de tecido fibroso no coégulo
sangliineo para fechar o espaco (abertura) do vaso permanentemente.

( GUYTON & HALL™ 9% ed. 1994)

A coagulacdo sanglinea é um mecanismo de defesa que, juntamente com
o processo inflamatério e o de reparagdo, assegura a manutencéo da
integridade do sistema circulatério fechado e de alta pressfo dos mamiferos,
apés a injuria dos vasos sanglineos'®®. Esse sistema de coagulagio é,
normalmente, quiescente, mas se torna ativo em poucos segundos apos a
injuria. Células ( leuctcitos, células endoteliais, plaguetas ) e proteinas
plasmaticas da coagulag8o s@o criticas para essa reagéo, onde a resposta as
injirias vasculares culminam na formagéo de um tampé&o plaquetario, a geragao
de um coagulo de fibrina, deposicdo de células brancas na area de tecido

traumatizado e a iniciagdo da inflamagéo e consequente reparo. '

Quando do inicic do processo de coagulagiio, a ativacéc de certas pro-

enzimas do plasma em suas formas ativas , ocorre pela via intrinseca ou pela via

12
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extrinseca da coagulacio. Essas glicoproteinas plasmaticas, incluindo o fator Xil,
fator Xl, fator IX, fator X, fator Vi e protrombina, s8o zimogénios de proteases
séricas ( fatores de coagulagéo inativos ) que sdo convertidas em uma forma
ativa através da protediise de um ou dois peptideos. Os ions célcio apresentam
um papel critico nas reagdes da coagulacdo, sendo calcio dependente ou
requerendo este ion para interagdo de proteinas com a superficie de
membranas. A formacéo do coagulo ocorre quando o fibrinogénic € convertido,
pela trombina, em fibrina, que & a proteina estrutural do polimero de fibrina. O
codgulo formado apds a injuria do tecido, & composto de plaquetas ativadas e
fibrina, que impedem mecanicamenie a saida de sangue dos vasos injuriados,
minimizando a perda sanglinea na ferida. Uma vez que um coagulo estavel &
formado, o processo de reparacgdo se inicia e 0 coagulo ento é lentamente

dissolvido por enzimas do sistema fibrinolitico.

Segundo ESMON *(1993), a forma como a coagulagdo se inicia tem sido
umnm dos maiores objetos de estudo desde o inicio das pesquisas bioguimicas
sobre 0 processo de hemostasia, onde sabe-se que dois eventos podem disparar
esse processo. Um desses eventos envolve a exposicéo do sangue a superficies
estranhas, 0 que inicia a ativagdo do fator Xil. Uma vez que pacientes com
deficiéncia nesse fator ndo possuem complicagbes com relagdo ao sangramento,
tém-se aceitado que essa via ndo seria um mecanismo critico para iniciagéo da
coagulagdo, e a via alternativa, mais aceita, € iniciada por um fator tissular (
encontrado nas superficies celulares extravascularmente ), que se une ao fator
Vil ou Vila e inicia a seqiiéncia de eventos da coagulagdo, a gqual pode ser

iniciada por uma via intrinseca, onde todos os componentes estéo presentes no

13
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sangue; ou por uma via extrinseca, onde os fatores teciduais ( proteinas

} da membrana celular exercem papel fundamental.
2) AGENTES HEMOSTATICOS LOCAIS

Desde os tempos mais antigos a hemostasia local tem um importante
papel no controle do sangramento apods trauma ou procedimentos cirirgicos
10,41 46,51 .. . P

. Consequentemente, uma variedade de técnicas, bem como agentes,

tém sido desenvolvidos com propésito de promover hemostasia'®.:

A ligadura & um procedimento que data da antiglidade e que foi
redescoberta no século XVI na Franga e , hoje em dia, a ligadura e sutura
constituem a técnica padrdo para o controle da hemorragia cirargica.

{ SCHACHTER", 1966 ). O sangramento durante as cirurgias bucais, bem
14
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como durante ¢ periodo de recuperaggo pés-operatdria, deve ser monitorado
pelo profissional, mesmo quando se frata de pacientes sem alteracbes na
hemostasia. Hemorragias intensas sfoc mais comumente encontradas em
tratamentos cirlrgicos executados em pacientes portadores de distdrbios
sistémicos . Os hemostaticos locais colaboram com a formacdo do coagulo e tém
sido empregados rotineiramente como coadjuvante no controle de vérios tipos de
sangramento em feridas na boca e, particularmente, em areas onde o acesso na

cavidade bucal é limitado.

Segundo SILVERSTEIN & CHVAPIL*® (1981) o hemostético t6pico ideal

segue as seguintes caracteristicas:

- Poder ser recortado conforme a niecessi

dage

Segundo EVANS' (1977), a cirurgia bucal pode ser executada com
seguranga, utilizando-se medidas locais para pacientes onde haja um
funcionamento imprépric em um desses {rés elementos que afetam a
hemostasia. 1) Integridade dos vasos sanglineos; 2) Funcho plaquetaria; 3)
Fatores de coagulagdo que interagem para converter fibrinogénio em fibrina
formando um coagulo estédvel. Segundo o autor, essas recomendagbes s@o

sujeitas a algumas restricdes e limitagbes, mas as vantagens de medidas locais
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favorecem a hemostasia enguanto limita os riscos aos quais o paciente esta
exposto. No caso de pacientes com coagulopatias ( desordens hereditarias como
hemofilia, desordens induzidas por drogas anti-coagulantes - cumarina - em
pacientes com tendéncias a trombo-embolismo e coagulopatias idiopaticas),
nesses €asos o usc de hemostaticos fica muito limitado, devendo-se procurar

auxilic médico para avaliagao sistémica antes do tratamento cirdrgico.

Existem varios agentes hemostaticos absorviveis que podem auxiliar na
formac&o do coagulo. Segundo o mesmo EVANS™ (1977), duas consideragdes
fundamentais devem ser feitas quando da utilizagdo desses agentes
hemostaticos, primeiro que esses produtos ndo devem retardar o processo de

reparagio e segundo, ndo deve aumentar o risco de infecgéo da ferida.
2.1. Subgalato de Bismuto
2.1.1. Farmacologia

Como descritc na FARMACOPEIA DOS ESTADOS UNIDOS DO
BRASIL" (1959), o “galato de bismuto” tem como sindnimos: subgalato de
bismuto, dihidroxigalato de bismuto e dermatol. Seu pesc molecular & de 412.13
sendo sua formula quimica CsH,0;Bi. Tem como caracteristicas ser um pé com
coloragdo amarelo citrino, amorfo, inodoro, quase insipido, inalteravel ao ar,
sendo insolivel em agua, alcool e éter, descolora na presenga de luz solar,
dissolve-se em soluctes de hidréxido de dlcalis e decompbe-se em acidos

cloridrico, nitrico e sulitrico quentes.
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Segundo MERCK INDEX ** ( 1976 ) , o SGB é preparado se dissolvendo
0 subnitrato de bismuto em éacido acético difuido e precipitando-se o produto em

composto com acido galico.

No compéndic MARTINDALE® (1989), ¢ descrito que o subgalato de
bismuto ( SGB )} tem sido empregado como pd para ser “polvilhado” em
desordens da pele @ como supositorio para utilizagdo em hemorrdidas. Tem sido
usado normalmente no tratamento da diarréia, disenteria e colite ulcerativa
devido ac seu efeito adstringente, que, por definicdo, precipita proteinas e
quando aplicadas a membranas mucosas ou & pele injuriadas formam uma
camada protetora, ndo sendo usualmente absorvidos, tende uma pequena
penetrabilidade, afetando apenas camadas superficiais de células (GOODMAN &
GILMAN"® 1983) Os adstringentes s&o utilizados para proteger a pele & mucosas
e diminuir secrecdes exudativas, bem como a hemorragia em uiceras bucais,

hiperhidroses & hemorrdidas.

Alguns efeitos adversos foram relatados na literatura, quando alguns sais
de bismuto eram ingeridos por pacientes em que se executou colostomia efou
fleostomia, ou por pacientes que utilizavam o composto para tratamento de
colites ulcerativas, diarréia ou outro distarbio gastrointestinal. Entre os efeitos
adversos pode-se incluir distarbios gastrointestinais, reagbes na pele e
descoloragdo de membranas mucosas, podendo aparecer uma linha azulada na
gengiva; além de ocorrer danos aos rins e figado. Presenga de encefalopatia
reversivel tem sido relatado, principaimente na Franga e Australia, ndo sendo
necessariamente associada ac uso prolongado dos sais de bismuto; alteragbes

Asseas e articulares também sdo relatadas. Todos esses efeitos tem levado a
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restricdes do uso dos sais de bismuto, por via oral durante periodos

prolongados*®.

LOWE?® (1974), relata que, apés um longo tempo de ingestéo do pé de
subgalato de bismuto, alguns pacientes desenvolvem | inicialmente, lassidao e
perda de energia, com sensacdes peculiares nos dedos e unhas; apés alguns
anos héa deterioracéo da habilidade mental, particularmente perda de membria e
da capacidade de concentragdo. Segundo o autor 0$ sinais e sintomas

desapareciam apos a supressio do uso do subgalato de bismuto.
2.1.2. Aplicacdo Clinica

Segundo GORBACH 17 (1990), os compostos de bismuto s&o drogas que
vém sendo empregadas ha quase trés séculos em medicina, tendo indicagbes de
uso tépico: como emolientes, adstringentes e antissépticos; de uso parenteral:
como anti-sifilitico; e por via oral: no tratamento de amebiases, dispepsias e
diarréias. Os metais pesados, como o bismuto, se caracterizam por possuir
atividade antimicrobiana comprovada, onde estudos ultraestruturais de bidpsias
endoscopicas de pacientes tratados com sais de bismuto demonstraram
alteragbes na estrutura bacteriana com presenga de vacuolizag@o de seus
componentes e deposicdo de material eletrodenso ( aparentando complexos de
bismuto ) observados na superficie externa e logo abaixo da parede celular dos
microorganismos; parecendo que 0s compostos de bismuto apresentam “acgado
direta sobre as bactérias, bem como, habilidade em interferir sobre a aderéncia

do microorganismo ao epitélio * ( MARSHALL et al.®, 1987 ).

Varios sais inorganicos de bismuto podem ser utilizados ( LAMBERT®,

1991), como por exemplo o subnitrato, ¢ subsalicilato, 0 subgalato, o tartarato e ©
18
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subcarbonato. Alguns desses sais ( subcitrato de bismuto e subsalicilato de
bismuto ) tém eficiéncia comprovada no tratamento da ulcera gastrica e
duodenal, agindo similarmente aos antagonistas histaminicos H;, bem como a
capacidade desses compostos em erradicar o Helicobacter {Campylobacter)

17,3088

pylori , microorganismo associado & gastroduodenite e citado como

participante no desenvolvimento de tlceras gastricas e intestinais 7.

JARRET 2 (1992) indica o uso de alguns sais de bismuto no tratamento
de verruga comum ( Verruca Vulgaris ), utilizando-se tabletes de triglicolomato
sodico de bismuto, tomados 4 vezes ao dia, demonstrando resolugdo
( desaparecimento ) das verrugas num periodo de 1 a 15 dias de tratamento, na

maioria dos pacientes.

Segundo THORISDOTHIR et al.?® (1988), o subgalato de bismuto é um
composto insolivel que foi extensamente utilizado no inicio deste século para as
mais variadas fungbes, como péd protetor em feridas abertas, tratamento da
Angina de Vincent { G.U.N.) e na sifilis, bem como no controle do odor em
pacientes que sofreram colostomiafileostomia. Mais recentemente tem sido
utilizado empiricamente, na forma de pasta, contendo epinefrina, como agente

hemostéatico durante adenotonsilectomias, 815337495054

0O subgalato de bismuto tem sido amplamente utilizado como agente
hemostéatico em otorrinolaringologia, principalmente em cirurgias que exijam a
remoc&o das amigdalas efou das adendides. NASSIF e PATROCINIO ¥ (1978)
relatam os problemas hemorragicos comuns nesses tipos de cirurgia, tanto no
periodo trans-operatério gquanto no pés-operatério, sendo nessa segunda etapa

onde se encontram os maiores problemas hemorragicos. Os autores comentam
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que em nenhum dos casos onde se utilizou o subgalato de bismuto como
hemostatico se observou qualguer fendmeno de intolerancia ou reacédo local
com o uso do produto, constatando uma diminuicdo no tempo de cirurgia e
reducdo no nimero de suturas necessarias para promover hemostasia, visto que
o uso do subgalato de bismuto dispensa a ligadura dos vasos de pequenc calibre

ou da superficie muscular sangrante.

A estrutura quimica do subgalato de bismuto mostra alguma semelhanga

com o &cido eldgico ®, sendo ambos derivados do acido gélico ( fig. 1).

O—=gi0H
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AcIDO GALICO ACIDO ELAGICO SUBGALATO DE BISMUTO

FIG.1. Estruturas quimicas do acido gélico, acido elagico e subgalato de bismuto.

O acido elagico é um agente promotor de coagulag8o que inicia a
formacdo de trombina pela ativagdo da via intrinseca ( da cascata de
coagulacdo) pela agéo sobre o fator Xli ( RATNOFF E CRUM *, 1964 ), essa
capacidade do acido elagico reside em seus grupos quimicos carregados
negativamente, fazendo com que o mesmo tenha capacidade de adsorver ao
fator Xil do plasma, transformando essa substancia de uma forma inativa em
uma forma ativa, acelerando a coagulacdo. Segundo WILNER et al.** (1968) o
colagenc também teria um efeito de ativagdo do fator XH, alem da sua

caracteristica de agregacéo de plaguetas, concluindo em seu trabalho que as
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cargas negativas presentes na estrutura do colageno é o fator critico para a

adsor¢ao e ativagao do fator Xli.

Os autores THORISDOTTIR et al. * (1988) realizaram um experimento
utilizando amostra de plasma de 24 homens ( 18 a 45 anos ) onde 0 mesmo foi
colocado em contato com varias concentragdes de subgalato de bismuto ( desde
4 pg / mi até 1 mg / mi ) e obtiveram como resuitado uma dréstica diminuigéo no
tempo de formagho do coagulo ( sendoc maior o tempo quanto menor fosse a
concentracio do subgalato de bismuto estudada ). Outro resultado obtido foi que
o subgalato de bismuto parece ndo promover coagulacé@o de amostras de plasma
deficientes em qualquer um dos fatores que participam da via intrinseca de
formagéo de trombina. A acdo do subgalato de bismuto, segundo os autores,
esta localizada nos primeiros momentos da via intrinseca, pois a ativagao do
fator Xl estd na dependéncia da presenga de pares de grupos carboxila na
posicdo orto ( semelhante ao acido elagico, porém ha a presenca de grupos
hidroxila ). Pode-se presumir que em meio aquoso ocorre dissociacdo de protons
do acido eldgico, resultando nos grupos carregados negativamente que sao

requeridos para a ativagéo do fator Xil.

TANNOUS et al.”® (1989) encontraram opacidade radiogréfica na regido
de faringe causada pela presenca do subgalatc de bismuto apos
adenotonsilectomias em criangas, citando a importéncia do diagnostico
diferencial desses achados com presenca de corpos estranhos ou de
calcificacbes faringeanas, porém sem relatar maiores complicagcbes devido a

esse fato.
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COZZI et al.® (1992) realizaram um estudo em ratos para demonstrar a
aspiragao do subgalato de bismuto quando do uso de traqueotubo para indugéo
da anestesia, simulando a situagdo semelhante encontrada na anestesia geral
em criancas que se submeterdo a adenctonsilectomia. Os autores concluiram
neste trabalho que o subgalato de bismuto é um excelente hemostatico, com
varios estudos mostrando baixa freqiiencia de casos de hemorragia pos-
operatéria e que embora nenhuma seqiela pds-operatéria tem sido relatada,
este estudo em modelo animal demonstrou que sua aspiragdo pode resultar em
pneumonia em um consideravel nimero de animais, sendo que esta informagao
deve servir de alerta para os clinicos para 0s possiveis riscos do uso do
subgalato de bismuto em pacientes com comprometimento pulmonar, tomando-
se medidas preventivas contra a aspiragdo do mesmo. A natureza da resposta
inflamatéria ao material aspirado representa uma resposta inflamatéria nao
especifica, iniciaimente mostrando infiltrado neutrofilico sendo posteriormente
seguido por migrag8o histiocitaria com freqliente formagdo de células gigantes
de corpo estranho que se encarregariam de fagocitar o material. Apesar de
demonstrada neste estudo, nenhuma seqlela tem sido relatada clinicamente nos

pacientes.

Alguns autores tém citado o uso do subgalato de bismuto como agente

354 rossaltando

hemostatico em tonsilectomias e adenotonsilectomias®® 1333
sua importancia na diminuigdo da frequéncia de hemorragia pos-operatéria, bem
como na morbidade, podendo os pacientes serem operados e dispensados com

maior rapidez e menores riscos.

NASSIF & PATROCINIO® (1978) citaram © uso clinico do subgalato de

bismuto em cirurgias de amigdala relatando que o mesmo deve ser usado
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“dentro de uma técnica combinada com a ligadura vascular, a fim de conseguir
uma seguranga ainda maior” e comentam que esta conduta veio trazer
diminuicdo acentuada nos casos de hemorragias poés-operatérias em

amigdalectomias.

MANIGLIA et al.*® (1989) realizaram no periodo de 1975 & 1987 um total
de 1428 casos de tonsilectomias e/ou adenoidectomias, utilizando o subgalato
de bismuto como hemostatico para esses casos, sendo ¢ mesmo reaplicado
locaimente até obtencao total da hemostasia e o excesso do material removidos.
Os pacientes foram observados durante 4 & 5 horas ap6s o ato cirurgico em
ambiente ambulatorial, sendo entdo liberados apés receberem orientagbes
especificas. N&o houve caso de mortalidade. Apenas 2 casos de hemorragia
imediata ( 0,14 % ) aconteceram nas primeiras 24 horas e 2 casos posteriores
( 0,14% ) apds 24 horas, totalizando 0,28% de ocorréncia de hemorragia pds-
operatdria contra 1,2% encontrados por PRATT & GALLAGHER * (1979), que
relataram em seu estudo em pacientes que retornaram ao servigo hospitalar com
hemorragia severa apbs cirurgia onde foram empregados métodos

convencionais de hemostasia ( ligadura, compressao, cauterizacio ).

WORMALD & SELLARS™ (1994) citam que as cirurgias de
adenotonsilectomias e tonsilectomias s&o um dos procedimentos cirurgicos mais
comuns nos Estados Unidos da América e que vérios frabalhos tém sido
realizado para avaliar a eficiéncia hemostatica do subgalato de bismuto, bem
como a reducdo no tempo de cirurgia. Os autores utilizaram 202 pacientes,
sendo 90 no grupo teste ( uso do subgalato de bismuto ) & 112 no grupo controle;
a pasta utilizada era obtida pela adigdo de 0,7 mi de adrenalina 1 : 1000 a 30 mg

do p6 de subgalato de bismuto e misturando-os a 20 a 40 ml de solugdo salina
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para obter uma pasta com consisténcia de creme dental. O tempo de cirurgia foi
medido ,sendo que a média do tempo gasto para obtencdo da hemostasia com
subgalato de bismuto foi de 9,9 minutos contra 11,5 minutos no grupo controle (
a diferenca apesar de pequena foi estatisticamente significante ). O mesmo
trabalho avaliou 0 numero de compressas e de suturas executados nos grupo
teste e controle , obtendo-se valores com pouca diferenca ( 3,7 contra 4,5 no
numerc de compressas e 2.1 contra 3,4 no numero de suturas ) porém
estatisticamente significantes, concluindo que o subgalato de bismuto possui
efeitos benéficos em adenotonsilectomias, devido & suas propriedades
hemostaticas, reduzindo o tempo operatdrio e a quantidade de hemorragia intra-

operatéria, aumentado a seguranca pos-operatoria.

CALLANAN et al.® ( 1995), em seu estudo utilizaram uma mistura de 13
mg de subgalato de bismuto acrescida de 10 ml de solugéo salina e 0,35 mi de
adrenalina 1: 1000 em 98 pacientes que foram submetidos 2 tonsilectomia. Os
pacientes foram divididos aleatoriamente em 2 grupos, sendo o grupo onde foi
utilizado o subgalato de bismuto composto por 51 pessoas e o grupo controle por
47 pessoas, nao havendo diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos com relagéo ac peso e idade dos pacientes. O tempo médio de cirurgia
foi de 22.6 + 10,6 minutos no grupo controle, contra 16,8 + 8,2 minutos no grupo
com subgalato de bismuto, significando uma redugéo de 256 % no tempo
operatrio, o que €, segundo os autores, clinicamente importante e
estatisticamente significante. Neste mesmo estude ndo houve diferencas entre
os grupos com relagdo ao total de perda de sangue durante a cirurgia e 08
autores discutem esse achado justificando que a maior quantidade de sangue
perdida se encontra na fase inicial do ato operatorio, ou seja, durante a
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dissecacdo e excis@o das tonsilas. Neste estude houve dois casos de
hemorragia pOs-operatoria imediata do grupo controle e nenhum do grupo com
subgalato de bismuto, porém houve quatro casos de hemorragia secundaria no
grupo com subgalato e um caso no grupo controle. Esses casos necessitaram,
segundo os autores, apenas ftratamento conservador, sem necessidade de
maiores cuidados ou transfusdo de sangue. Os autores concluem que *
qualquer redugdo no tempo operatorio iré reduzir a pressdo de atendimento
encontrada nos servicos de salde” e recomendam seu uso durante a

tonsiectomia.

FENTON et al.”* (1995) também realizaram um estudo para avaliar a
relacdo do subgalato de bismuto com o tempo de hemostasia e sobre o numero
e suturas necessarias no grupo teste ( com subgalato de bismuto ) comparado
ao controle ( sem uso de agente hemostético ) quando da realizagdo de
tonsilectomias. Também foi avaliada a morbidade pds-operatéria através de
questionario respondido pelos pais das criangas dos dois grupos. Foram
utilizadas 72 criangas, sendo 39 ao grupo do subgalato de bismuto e 33 do
grupo controle. N&o houve diferencas significativas no tempo total de cirurgia
entre os grupos, porém o tempo requerido para se conseguir hemostasia foi
estatisticamente menor no grupo com subgalato de bismuto ao nivel de
significancia de 5 %. ( tempo médioc no grupo com subgalato de bismuto foi 7,8 +
3,1 contra 9,9 £2,7 no grupo controle ). O nimero de suturas foi em media 1,5 £
1.07 no grupo teste, contra 3,4 + 1,65 no grupo controle, sendo esses numeros
estatisticamente significantes ao nivel de 5%. Os autores concluiram gue n&o ha
diferencas marcantes na morbidade pés-operatéria utilizando-se ou n&o o

subgalato de bismuto e que o uso da pasta de subgalato de bismuio com
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adrenalina com coadjuvante hemostatico durante tonsilectomia reduz

significativamente o tempo requerido para este procedimento.

27,28

Alguns autores®”™, observando os efeitos benéficos do subgalato de

bismuto na obtengdo da hemostasia relatados na Medicina, iniciaram a sua
utilizac&o em cirurgias periodontais que apresentavam como resultado pos-
operatério drea de tecido conjuntivo exposto ( principaimente areas doadoras de
enxerto no palato). Esses autores relatam diminuicéo acentuada no tempo de
cirurgia @ como conseqiiéncia aumento na seguranca contra a hemorragia bem

como trangliilidade para o paciente e para o operador.
3) PROCESSO DE REPARACAO TECIDUAL
3.1. Caracteristicas gerais

Conforme citado por HEUGHAN et al.”® (1975) com o aperfeigcoamento
das espécies animais, a capacidade das mesmas em responder as injurias
fisicas através da regeneragho dos tecidos destruidos foi gradativamente sendo
perdida. Os mamiferos sdo capazes de regenerar epitélio, tecido hepatico e
tecido dsseo, conseglentemente a resposta as injurias de outros tecidos
consiste basicamente na formacdo de tecido conjuntivo de reparacgao
( granulagdo ) e re-epitelizacdo. LARJAVA et al.” (1993) citam que durante o
processo de reparacgdo, a protedlise pericelular € tida como essencial para o
destacamento de queratindcitos da membrana basal e para sua migracéo para o
leito da ferida, para iniciar o processo de re-epitelizago. SALO et al.*! (1994)
descrevem em seu trabalho gue durante o processo de reparagdo das feridas,

queratindcitos se destacam da membrana basal e migram para recobrir 0 tecido
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conjuntivo exposto, onde, subsequentemente, o coagulo da ferida é degradado

gradualmente e trocado por células epiteliais e tecido de granulagéo.

HARRISON™ (1891) em seu artigo de revis&o cita que uma ferida é o
rompimento da continuidade anatdmica ef/ou da fungdo dos tecidos vivos e que
resulta em lesdo e morte celular. O mesmo  autor comenta que °
periodontistas t&m investigado extensivamente o processo de reparacéo e, como
resuitado, t&ém desenvolvido e refinado os conceitos e técnicas cirdrgicas para
alcancgar uma cura mais rapida, que é o objetivo de um procedimento cirtrgico”.
Os mecanismos mais relevantes no processo de reparacéo de feridas, ainda
segundo o autor, podem ser didaticamente separados em: a) coagulacéo e
inflamacgéo; b) cura epitelial; ¢) cura do tecido conjuntivo; d) maturagéo e

remodelacao da ferida,

Apds obtengdo de um coagulo estével, através da converséo de
fibrinogénio em fibrina e da polimerizacéo e ligacdo dessas moléculas formando
uma rede que aprisiona fragfes do plasma e células, o processo inflamatorio tem
inicio, envolvendo reacdes vasculares, celulares & humorais na regido afetada, o
que prepara o sitio para a cura. A cura depende do processo inflamatério para
criar um ambiente favoravel ao metabolismo celular através da eliminagéo de
microorganismos, de tecido destruido ou necrético e de particulas estranhas. A
cura epitelial é a primeira a se iniciar no processo de reparacéo, através da

migracéo de queratinbcitos da camada basal'®#%-°%50

que adquirem a capacidade
de executar movimentos amebodides e potencial fagocitico, se tornando
alongadas e migram através do substrato de fibrina, formando uma monocamada
( pelicula ) de células que se dirigem ao centro da ferida até que o contato entre

as células ocorra e essa migracio é paralisada quando a célula estéd em contato
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com outras células epitelias em toda a sua dimens&o ( inibicdo por contato ),
formando um selamento epitelial da ferida. Esse selamento previne o ingresso de
irritantes, inibe a perda de fluidos que funcionam como nutrientes as células do
conjuntivo, mantém a hidratacde da ferida e promove aumento na resisténcia da

ferida ( prevenindo separagéo das bordas ).

A cura do tecido conjuntivo da ferida corresponde a fase mais complexa
do processo de reparagdo. Ela se inicia com o selamento epitelial e progride
rapidamente com a formagéo da barreira epitelial ( estratificacfio do epitélio em
camadas ). A célula primaria envolvida na reparagio do tecido conjuntivo € o
fibroblasto que sintetiza o colageno e a substancia fundamental amorfa, que séo
os elementos essenciais na reparacdo ou regeneragdo. 0Os macréfagos
presentes em grande ndmero na ferida, além de executar suas funcbes de
limpeza e fagocitose, liberam fatores que causam a mobilizag@o e migragéo de
fibroblastos, que s&c mobilizados primariamente a partir de células
mesenquimais indiferenciadas dos tecidos perivasculares que margeiam a ferida.
Essas células iniciam a sintese de glicosaminogiicanas, glicoproteinas e
proteinas fibrosas ( iniciaimente colageno tipo Il ou reticulina ). Os fibroblastos
tardios comegam a produg&o do coldgeno tipo |, que ao atingirem o ambiente
extracelular, levam 3 liberagdo de fatores de angiogénese pelos macréfagos e
outras fontes, estimulando a migracdo de cordbes de células endoteliais e
células da musculatura lisa a partir da microvasculatura das bordas da ferida
Essa neovasculatura se inicia nas bordas da ferida e progride para a area
central, sendo, enfretanto, uma neovasculatura ineficiente, com fluxo irregular e
turbulento, tortuoso e com uma permeabilidade excessiva. O desenvolvimento de
um sistema microvascular maduro e eficiente ( revascularizagdo ) depende da
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maturacdo das células endoteliais que estd na dependéncia da continua
formag&o de colageno e de matriz pelos fibroblastos. Corﬁ 0 progresso da ferida,
a propor¢do de macréfagos e fibroblastos diminui, sendo o fibrobiasto a célula
predominante. A firansicdo de um tecido com predominancia de infiltrado
inflamatério, chamado tecido granulomatoso, para um teéido com predominancia
de fibroblastos, chamado de tecido de granulagéo, demonstra o sucesso da cura
no tecido conjuntivo. O tecido de granulacéo €, de inicio, pobremente organizado
devido “a abundancia de material amorfo e fraca colageneizaco. Neste estégio,
0 coagulo de fibrina é substituido por conjuntivo jovem ( tecido de granulagdo ) e
a organizagéo do coagulo é considerada completa. O tecido de granulacao
continua a sua maturacio através da agregacao de coiégeno pelo aumento de
interligacBes proteina-polissacarideos e pelo enrige_cimento da substéncia

fundamental amorfa, para o tecido conjuntivo fibroso se tornar maduro.

A maturagdo e remodelag&o se inicia quando suficiente colageno &
produzido, 0 numero de fibroblastos diminui na ferida e existe um diminuigéo
concomitante no numero de vasos. A maturagdo en\folve simultaneamente a
desagregacio do colageno ( despolimerizacéo ) e reagregagéo ( polimerizagdo)
0 que resulta em uma alteracdo na arquitetura das fibras para um padréo
organizado e com densidade similar as fibras normais. Com essa situagéo
normal das fibras, o nuimero de fibroblastos diminui gradativamente até chegar

ao niveis normais dos tecidos adjacentes.

FEJERSKOV' (1973), analisou, através de microscopia 6tica e eletranica,
as fases do processo de reparacdo em feridas no palatc de porcos da Guinea,
observou ao microscopio eletronico que 5 minutos apds a confeccdo das feridas

o citoplasma e a membrana celular das células da camada cornea da margem da
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ferida se apresentavam cortados e sem dilatag@o dos espagos intercelulares, o
citoplasma se apresentava preservado, mesmo as células tendo sido cortadas.
Nas camadas granuiosa e metade superior da espinhosa, n&o foi encontrado
vazamento do contetdo citoplasmatico para o interior da cavidade da ferida.
QOcasionalmente mudancas no nucieo e citoplasma eram encontradas, porém se
restringia apenas nas células cortadas pela incisdo, ndo sendo observado nas
células imediatamente abaixo da margem da ferida. Com 6 horas apos a inciséo,
em M.E., as células da camada comea que foram cortadas, usualmente ainda
retém o citoplasma, porém algumas células desta camada e da camada
granulosa, uma fenda se forma no citoplasma na por¢éo interma da membrana
celular, o que leva ao extravasamento total ou parcial do contelido do citoplasma
para a cavidade da ferida. Pequenas quantidades de bactéria s8o encontradas
nos espacos intercelulares e nessas fendas citoplasmaticas citadas. Eritrécitos e
jeucécitos PMN sdo encontrados ac longo da superficie incisada, distantes em
torno de 50 & 200 A° das células epiteliais expostas. Segundo COTRAN et al.”
(1994) apds 24 horas, os neutréfilos aparecem nas margens da incisdo,
movendo-se através do coagulo de fibrina. Existe um alargamento da epiderme (
epitélio ) devido & atividade mitética das células basais e dentro de 24 a 48
horas, células das margens da ferida migram e se multiplicam ao longo das
margens expostas da derme ( conjuntivo ). As células se fundem na porgio
mediana da ferida, formando uma camada epitelial continua, porém delgada.
Com 3 dias, os neutréfilos séo intensamente substituidos por macrofagos. Tecido
de granulagBo progressivamente invade o espaco da ferida. Fibras de colageno
estdo presentes na margem da incis&o e orientados verticalmente, a proliferacéo

celular continua, alargando a cobertura epitelial. Em torno de 5 dias, o0 espaco da
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incis@o esta preenchido com tecido de granulagdo, a neovascularizacéo é
maxima e as fibrilas coldgenos se tornam mais abundantes & comegam a se
estender sobre a ferida. a epiderme ( epitélio ) retoma sua espessura normal e
inicia a sua queratinizacdo. Durante a segunda semana existe um continuo
acumuio de coldgeno e proliferacao de fibroblastos. O infiltrado leucocitario,
edema e aumento da vascularizagdo diminuem drasticamente. No final do
primeiro més o resultado gue se apresenta é um tecido conjuntivo celular livre de
inflamacao, coberto por epitélio intacto e com os anexos novamente formados. A
resisténcia ( tensdo ) da ferida aumenta, porém pode levar meses para obter sua

resisténcia maxima.

Essa cronologia acima descrita corresponde a cicatrizagéo por primeira
intengéo, que caracteriza-se por limitado dano ao tecido e facil resoluggo do
processo; quando existe uma perda mais extensa de células e de tecido, o
processo de reparacdo € mais complicado, pois um abundante tecido de
granulagéo se forma para preencher a ferida e completar a reparagéo, sendo
esse processo conhecido como cura ou cicatrizac8o por segunda intengéo, a
qual envolve grande formagao de tecido de granulagéo, inflamagao mais intensa
e talvez 0 que mais diferencie da cura por primeira intengéo seja a caracteristica
de confragdo da ferida devido a agdo de miofifroblastos. A cura por segunda
intengdo segue aproximadamente a mesma cronologia de eventos, porem

demanda mais tempo para se concretizar.

KANHBERG & THILANDER ?* (1982) num experimento realizado em
palato de ratos normais, onde provocavam feridas padronizadas com bisturi
circular { “punch”) de 3 mm de diametro, avaliaram achados clinicos, fotograficos

{ fechamento das feridas ) e histolégicos, encontrando que a cura total das
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feridas se estabelecia em torno de irés semanas, e, através de medidas
fotograficas, uma reducéo de 50% no tamanho das feridas era encontrada entre
7 e 10 dias. Os mesmos autores em 1984 © | realizaram outro trabalho com a
mesma metodologia, acrescentando outro grupo de animais onde se utilizou
eletrocauterizacdo das feridas deixando tecido 6sseo totaimente descoberto. Os
autores encontraram que no grupo controle as feridas estavam totalmente
epitelizadas em torno de 3 semanas, porém 0 grupo com eletrocauterizagéo
neste mesmo pericdo apresentava parte das feridas com auséncia de epitélio,
fotograficamente encontrou-se atraso na reparacéo na primeira semana, mas
uma acelerac&o era encontrada entre os dias 7 e 14, porém no 14° dia as feridas
eram , em média, 60% maiores que as do controle. Histologicamente, houve uma
complicacéo no padrdo de reparagao, com necrose profunda no tecido 6sseo e
sequestro de fragmentos 0sseos. Ainda KANHBERG & THILANDER?® (1987)
dentro da mesma metodologia, observaram o efeito da radiagdo sobre o
processo de reparacdo em feridas no palato de ratos, concluindo que a cura
dessas feridas foi muito prejudicada com o uso de 20 Gy de radiag&o, com
reaches inflamatéria e necrose moderadas, porém com grande superficie de
ferida ainda aberta ap6s trés semanas, considerando ainda que ,quando a dose
de radiagdo era de 16 Gy, a cura era mais lente que no controle, porém méo tao

complicada quanto ao grupo de 20 Gy, demonstrando relacéo direta dose-efeito.

BODNER et al.* (1992) trabalhando com ratos sialadenectomizados
( remocéo das glandulas submandibulares e sublinguais e ligadura dos ductos
parotideos ), onde confeccionaram feridas com 3 mm de diametro no palato dos
animais e observaram a evolugdo da ferida com 3, 7, 14, 21 e 28 dias. Os

resultados demonstraram que a diminuigdo da ferida observada fotograficamente
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foi discretamente menor no grupo de ratos sialadenectomizados do que no
controle, porém n&o estatisticamente significante, ja a 4rea de inflamacéo do
grupo teste foi significativamente maior que o controle nos periodos de 3,7 e 14
dias, tornando-se n&o significante aocs 21 e 28 dias. A diferenga no processo de
reparagio avaliada pela area de tecido conjuntivo neo-formado. Durante a 1° e
2° semanas apos a producdo das feridas, a drea de conjuntivo novo era
aproximadamente 33% menor ( p< 0.05 ) que o controle; 3 semanas apods { 21
dias ) grande quantidade de células inflamatérias podiam ser vistas sob o epitélic
nos animais experimentais, enquanto que no controle, tecido conjuntivo
organizado e osso neoformado eram vistos. Com 4 semanas ( 28 dias ) a
pequena diferenga entre os grupos ndo era estatisticamente significante

BODNER et al, ® (1993) utilizando-se da mesma metodologia do trabalho
anterior, porém com feridas de diametro diferente ( 3mm e 5 mm ), observaram
que nas feridas menores ( 3 mm ) o tamanho das mesmas nos animais teste e
controle ndo foi diferente estatisticamente, em contraste com as feridas maiores
{ 5 mm ), que tiveram seu tamanho maior ( p<0.05-0.01 )} nos animais
xerostémicos do que nos controles, nos dias 7, 14 e 21. No dia 28, a diferenca
passou a ser estatisticamente ndo significante. Com relagéo ao processo de
reparacdo, medido neste caso pela drea de tecido conjuntivo neoformado, houve
menores areas nos animais experimentais do que nos controles. Essas
diferencas foram observadas entre 7 e 21 dias nas feridas pequenas (3 mm ) e
entre os dias 14 e 28 nas feridas maiores ( 5 mm ). Esses resultados , segundo
os autores, indicam que a reparacdo tecidual é atrasada em animais
xerostdmicos e gue as feridas maiores séo mais sensiveis a xerostomizacgao do

gue as menaqres.
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3.2. Processo de reparagdo com utilizagdo de hemostaticos

Segundo JEFFERY et al.® (1982) uma caracteristica importante mas
pouco estudada nos agentes hemostaticos, € o comportamento dos mesmos
apos sua utilizacdo. Especificamente, um hemostatico ideal, apds servir seu
proposito primério, deveria sofrer biodegradag&o com nenhum efeito adverso
hemostatico, hemodinamico, anatdmico ou mudancas teciduais estruturais, nio

devendo promover qualquer barreira ao processo normal de feparagéo.

SCHITTEK et al.* (1976) relatam que apds trauma, queimadura e
excisdes, o sangramento é excessivo e de dificil controle. Os mesmos autores
citam o uso do colageno microcristalino come um potente hemostatico para
essas situagbes, porém, parece importante estudar o comportamento do mesmo,
incluindo outros efeitos além da hemostasia. Em seu trabalho, avaliaram o efeito
do colageno microcristalino em feridas padronizadas em dorso de ratos,
medindo-as manualmente e com fotografias através do uso de planimetro,
encontrando 0s grupos teste e controle sem diferencas estatisticamente
significantes com relacdo ao tamanho das feridas medidas diariamente,
concluindo que esse produto possui excelente capacidade hemostatica,

aparentando ndo possuir efeitos adversos sobre o processo de reparagao.

VISTNES et al.’! (1974), utilizando-se de técnicas fotométricas e de
radioisotopos, encontraram uma reducéo de 40 a 50% no volume de sangue
perdido em individuos em que se utilizou o coldgeno microcristalino, quando

comparado a um controle.

HUNT e BENOIT?' (1976) executaram um experimento utilizando felinos

para avaliar o efeito do colageno microcristalino na repara¢do em alvéolos apés
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extrac@o, encontrando que a resposta inflamatéria normalmente se mostrava
mais pronunciada nas quatro primeiras semanas de estudo nos alvéolos
contendo o material testado. Porém, os autores sugerem que o colageno
microcristalino nac parece retardar o0 processo de reparagdo, uma vez que tecido
de granulacdo neo-formado e osso eram freqUentemente observados em intimo
contato com o produto em porgdes mais profundas do alvéolo, onde a inflamagéo
era minima. BENOIT & HUNT? (1976) também realizaram um trabalho em
alvéolo de felinos, comparando o efeito hemostéatico e de reparacéo do colageno
microcristalino e do Gelfoam®, onde ndo encontraram diferencas estatisticamente
significantes entre os dois com relacdo ao tempo de hemostasia ( Avitene® =
1.23 +1.04 seq., contra 1.42 +1.33 seg. do Geffoam® ), segundo os autores, isso
se deve provavelmente ao fato do alvéclo alojar ambos os materiais favorecendo
o efeito mecanico dos mesmos igualmente. Com relagdo a avaliagdo histolégica,
segundo os autores, a seqiéncia de eventos e o tempo de reparagdo da ferida
pareceu muito semelhante entre os dois materiais, porém nos periodos iniciais,
os alvéolos tratados com o Avitene® pareceram ter uma reacdo inflamatoria um
pouco mais densa, possivelmente causada pela maior densidade desse material
em comparagdo com o Gelfoam®. Os autores citam gque nem no grupo do
Avitene® e nem no do Gelfoam®, pareceu haver um efeito de retardo na
proliferac8o do tecido de granulacdo ou de osso, pois ambos 0s novos tecidos
com frequéncia eram observados em intimo contato com fragmentos desses

materiais em areas de pouca inflamagéo.

WIRTHLIN et al.>® (1980) relataram sua experiéncia com utilizagéo
do colégeno microcristalino em cirurgias periodontais ( principaimente em areas

doadoras de enxerto gengival livre no palato ), onde citam que o hemostatico
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levou a8 uma rapida cessacdo da hemorragia, necessitando pequenas
guantidades adicionais do material, principaimente nas margens das feridas,
para obtencdo de hemostasia completa. Ainda segundo 0s autores, no primeiro
dia pds-operatério, os sitios se apresentavam com um codgulo estavel e sem
relato pelos pacientes de sangramento e/ou desconforto pés-cirtrgico. Entre o
3% e 5° dias era normalmente observado odor condizente com necrose, o que,
conforme os autores, apos um exame mais minucioso, nenhum sinal de infecgio
& nenhuma evidéncia clinica de necrose foram observados. Apesar do odor, 0
processo de reparacéo foi considerado clinicamente normal. Os autores também
discutem a facilidade de utilizagBo do colageno microcristalino, permitindo ao
cirurgido se ater mais a regi&o receptora de um enxerto e com o préprio enxerto,
deixando a drea doadora protegida e sem sangramento, evitando ©
inconveniente de suturas, eletrocoagulacéo ou injecéo de adrenalina, reduzindo
o tempo de compressao digital para obtencao da hemostasia. SAROFF et al.*
(1982), avaliaram clinica e fotograficamente o processo de reparacéo no palato
de pacientes, onde utilizaram o colageno microcristalino ( Avifene® ) como
hemostatico em areas doadoras de enxerto. Para avaliar o processo de
reparagdo, os autores utilizaram corante ( azul de toluidina ) na ferida e em
seguida fotografaram as mesmas com 2, 7, 14 e 28 dias, até que a ferida néo
mais retivesse a coloragdo, ou seja, quando houvesse total reepitelizacao da
ferida , segundo os autores, devido ao azul de toluidina aderir apenas a tecidos
ndo epiteliais. Como conclusdo, os autores encontraram que o colageno
microcristalino, além de excelente hemostatico, ndo afeta clinicamente a

qualidade ou o tempo de reparagdo, pois ambos 0s grupos do estudo
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( experimental e controle ), demonstraram epitelizacio e maturagdo da superficie

da ferida dentro de 4 semanas.

Para KRAMER & POLLACK® (1982) a hemorragia excessiva durante
efou apos a cirurgia periodontal ndo é uma problema comum, entretanto, varios
graus de sangramento pés-operatdric podem ocorrer, especialmente em
superficies desnudas de epitélio, ou seja, naquelas cirurgias onde o tecido
conjuntivo permanece exposto até a colocagdo de uma protecdo
{ gengivectomias, enxerto gengival livre, retalho deslocado lateralmente e alguns
casos de retalhos divididos e reposicionados apicalmente ). Os autores
comentam que apesar dos esforgos dos cirurgides, algum sangramento pode
persistir por varias horas, o que normaimente assusia o paciente, causa
desconforto e pode interferir com © processo de reparacdo normal,
principalmente nagueles casos que apresentam formacéo de grandes coéagulos,
gue deslocam a prote¢éo da ferida ( cimento cirdrgico ) com persisténcia do
sangramento. Em seu trabalho, esses autores demonstram que o colageno
microcristalino, avaliado clinicamente e histologicamente através de bidpsias
retiradas do palato em dreas doadoras de enxerto, ndo apresenta influéncia na
qgualidade do processo de reparacdo nessas areas e clinicamente, apés 1 ou 2
semanas, ndo foi possivel distinguir a superficie que foi coberta com colageno

microcristalino daguela onde néo se utilizou nenhum meétodo hemostatico.

STEIN et al. ¥ (1985) utilizando esponjas de colageno { Coflastat® } que
s80 compostas principaimente de colageno tipo | purificado a partir de tendéo de
Aquiles bovino e que devido a sua estrutura porosa pode absorver em torno de

60 vezes o seu proprio peso em fluido. Os autores utilizaram essas esponjas de
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coldgeno em 20 pacientes em dreas doadoras de enxerto no palato, obtendo
Gtimo efeito hemostatico, sem queixas poés-operatdrias no que concerne
sangramento e auséncia de sinais de infecgdo, necrose ou reagdo tecidual

adversa, sem comprometimento no processo de reparagéo.

O Alginato de caicio { BritCair Ltd. ) foi primeiramente introduzido como
protetor de ferida e, segundo BLAIR et al.’ (1990) esse produto quando em
contato com o sangue ativaria a coagulacio através da estimulacéo de plaquetas
e dos fatores VI, IX e X, devido principalmente & acdo dos ions calcio e pelo
alginato que se transforma num gel que ndo se fixa ao coagulo, ndo o
perturbando guando da sua remogdo. Os autores também citam que este
produto é absorvivel onde quantidades limitadas do mesmo podem ser deixadas

no local sem prejuizo a reparagéo.

BARNETT & VARLEY ' (1987) trabalhando com o alginato de caicio
( Sorbsan® ) que é considerado um excelente hemostatico tdpico, prevenindo a
desidratagdo exagerada da ferida, sendo faciimente degradado e absorvido,
avaliaram, histologicamente, o efeito desse produto no processc de reparagdo
em pele de suinos, onde produziram feridas padronizadas e coletaram biOpsias
com 1, 3, 5 e 14 dias, e compararam com um controle. Os autores concluiram
gue o alginato de calcio, além da agdo hemostatica, pode ser utilizado como
protecéo de feridas, visto que o mesmo é bem tolerado pelos tecidos , sendo
também responsavel pela pouca desidratagdo da ferida, o que favoreceria a
reparacdo. Ag feridas onde utilizou-se o alginato de calcio apresentaram maior
quantidade de infiltrado inflamatério, principalmente composto de leucocitos, ©

s

que segundo os autores, € esperado quando materiais biodegradaveis sao
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empregados, ¢ que nao deprecia a eficacia do alginato de calcio. MATTHEW et
al.® (1984) citam em seu trabalho que alguns procedimentos cirdrgicos na
cavidade bucal podem resultar areas consideraveis de mucosa desnuda
{ conjuntivo exposto ) e que uma cobertura biolgica € vantajosa para uma
protecdo fisica, minimizando a contaminac@o microbioldgica, prevenindo o
crescimento exagerado de tecido de granulacde e minimizando a contragao da
ferida e formac&o de escaras. Os autores realizaram um estudo em bochecha de
cdes beagle, onde excisavam um porg8o circular de mucosa com 2.0 cm de
didmetro por aproximadamente 2 mm de profundidade, realizada sempre pelo
mesmo operador, onde buscaram avaliar a eficacia hemostatica do alginato de
calcio, bem como seu efeito no processo de reparagdo, quando comparado & um
controle constituido apenas de compressdo digital com gaze cirlrgica. Os
animais foram sacrificados com 1, 4, 12 e 24 semanas € o0s resultados
demonstraram que houve uma reducdo significativa no numero de pontos
sangrantes residuais quando da utilizacdo do hemostatico e com relagao ao
efeito sobre a reparacdo, ndo houve diferencas significativas entre teste e
controle no gue concerne ao numero de capilares, células inflamatdrias e
fibroblastos, n&o parecendo, segundo 0s autores, acelerar o processo de

reparacio.

Assim sendo, em virtude de ndo existirem pesguisas avaliando o efeito do
SGB no processo de reparagéo, nos propusemos a desenvolver este trabalho e

compara-lo aos resultados de outros hemostéticos citados na literatura.
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PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do subgalato de bismuto no
processo de reparagdo de feridas em dorso de ratos através da analise

histologica, histométrica € macroscopica.

41




- MATERIAL E METODOS



EFEITO DO SUBGALATO DE BISMUTO NO PROCESSO DE REPARAGAQ DE FERIDAS EM DORSO DE RATOS
MATERIAL & METODOS

MATERIAL E METODOS

1) SELECAO DA AMOSTRA
Para o presente trabalho foram utilizados 55 animais ( Rattus norvergicus
albinus ) adultos, machos e com peso variando entre 235 & 275 gramas,
procedentes do biotério central da UNICAMP ; os mesmos foram mantidos
por um periode de 20 dias no biotério da FOP-UNICAMP para adaptacgdo ao

novo ambiente, sendo tratados com ragdo Labina® e dgua "ad libitum™.

2 ) PREPARO DOS ANIMAIS

Apos pesados, os animais foram anestesiados com injeco intraperitoneal
de pentobarbital sédico a 3% ( Hypnol® )* na dosagem de 40 mg / kg , recebendo
em média 0,3 ml da solugdo anestésica. Em seguida, procedeu-se a tricotomia
no dorso dos animais envolvendo uma area de aproximadamente 50 em x 2.5
cm, suficiente para comportar a confeccdo das duas perfuragdes.( uma teste,
no lado direito e outra controle, no lado esquerdo do dorso de cada animal).

Estas perfuracbes foram executadas com um bisturi circular ou “punch”
(**) de 3.5 mm de diadmetro previamente preparado. no qual foi confeccionado um
sulco demarcador & dois milimetros da borda cortante do mesmo, com um
disco de carborundum com o objetivo de padronizar a profundidade das feridas
durante o ato cirtrgico( fig. 2 ).

* FONTOVETER-CRISTALIA ( Hapira, Sdo Paulo, Brasil )
** MILTEX Co. ( Lake Success, N.Y.,, U.S.A.)

43



EFEITO DO SUBGALATO DE BISMUTO NO PROCESSO DE REPARAGAQC DE FERIDAS EM DORSO DE RATOS
MATERIAL E METODOS

Com a utilizagdo deste bisturi circular ( BODNER*‘( 1993 yBODNER® ( 1993 )
KHANBERG & THILANDER? (1982 )) foram entdo realizadas as perfuracées (
fig. 3 ), sempre pelo mesmo operador, preservando uma distancia aproximada
de dois centimetros entre elas, procurando ainda a manutencdo de uma
margem de seguranga de aproximadamente um centimetro de area
tricotomizada em todas as dire¢cdes no leito previamente preparado. Apos a
realizagéo das perfuragdes, a por¢éo de tecido incisado era pingada e excisada
na sua base com auxilio de tesoura cirurgica ( fig. 4 ), com o intuito de manter

uma profundidade uniforme de 2mm.

FIGURA 2. Confecgdo do sulco demarcador, com o auxilio de paquimetro e de disco de
carborundum, 8 2 mm da borda cortante do bisturi circular, com a finalidade de
padronizar a profundidade das feridas,.
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FIGURA 3. Confecgdo da ferida cirdrgica, com o bisturi circular, no dorso de um dos
animais, numa profundidade padronizada de 2 mm observada atraves da demarcagao
realizada no bisturi.

FIGURA 4. Excisdo na base da porcdo do tecido com a utilizagdo de uma tesoura
cirurgica.
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As feridas foram entdo preenchidas com subgalato de bismuto no lado
teste( lado direito), o qual foi preparado diluindo-se 14 g do hemostatico em 15
ml de solugéo fisiolégica para obtengdo de um composto com consisténcia de
“creme dental  ( fig. 5 ), como descrito por COZZI et al.® (1992). No lado controle
( esquerdo) foi utilizado apenas irrigagdo de solugédo fisiolégica a 0,9% a

temperatura ambiente.

Apos essa etapa, nenhum outro procedimento foi executado nos animais.

FIGURA 5. Subgalato de bismuto, na consisténcia pastosa, preparado para utilizagdo,
apods a adigédo do soro fisiologico.
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3) DIVISAO DOS GRUPOS

Apés preparados, os animais foram separados em dois grupos, como se

segue:

3.1) Grupo histolégico e histométrico ( grupo )
Neste grupo foram utilizados 40 animais, divididos aleatoriamente em 05
sub -grupos conforme o periodo de sacrificio dos animais ( 01, 04, 07, 11 e 18

dias )

3.2) Grupo macoscopico ( grupo ll )

Para o estudo fotografico utilizou-se 15 animais nos guais procedeu-se a
tomada das fotografias padronizadas nos mesmos periodos determinados( 01,
04, 07, 11 e 18 dias ) para o grupo histoloégico, ndo sendo, no entanto,

necessario o sacrificio dos animais desse grupo.

4) SACRIFICIO DOS ANIMAIS DO GRUPO HISTOLOGICO E OBTENGAO

DAS NECROPSIAS - Grupo | { histolégico e histométrico )

Durante a fase experimental, os animais n&o receberam qualquer outro
tipo de tratamento. Apds completado cada periodo experimental, os animais
foram sacrificados por inalagdo de dose letal de éter etilico P.A. e foram
realizadas as necropsias com margem de seguranca em cada uma das areas

{ teste e controle ).
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Em seguida, as necropsias foram fixadas em formol a 10% ( formalina )
por no minimo 24 horas.

Para o processamento histolégico, as pecas foram ent@o cortadas no
sentido do diametro da ferida { corte transversal ), obtendo-se assim duas
metades simétricas ( fig. 6 e 7 ), as quais foram incluidas em parafina num

mesmo bloco.

FIGURA 6. Desenho esquematico da obten¢3o das pecas para andlise histoiogica e
histométrica: corte no maior diametro (esquerda); pecas simétricas separadas (direita).
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3.5

E

FIGURA 7. Desenho esquematico das dimensdes obtidas apos separagéo das pecas
{esquerda), observando-se o plano de corte com o qual as pegas foram incluidas em
parafina (direita)

Os cortes obtidos, foram seriados, com espessura de 7 um, no sentido
transversal da ferida, obtendo-se cortes simétricos a partir do centro da mesma,
processados pelos métodos rotineiros, sendo que o primeiro corte foi corado com
hematoxilina e eosina ( H.E.) sendo a primeira 1amina do bloco a qual foi
escolhida para a realizacio das medidas ( desde que as mesmas apresentassem
boa qualidade com relagéo ao processamento e coloragéo ). Essas e as outras
laminas subsequentes foram usadas para a avaliagéo histologica., outro lote de
laminas( cortes subsequentes) foram impregnados por prata, para observacao
de birrefringéncia de fibras colagenas em microscopia de polarizagéo.

Os resultados histolégicos foram entéo obtidos através da observagéo em
microscépio otico comum ( aumento de 10 X e 40 X ) e microscopio de
polarizacgdo ( aumento de 16X).

Para avaliacdo histométrica utilizou-se um aparato de medida constando
de microscopio dtico comum ( * ) ligado & uma microcamara filmadora ( ** ), a

qual captava a imagem do microscépio e a transmitia inicialmente a um monitor

* DIASTAR(N.Y. N.Y. USA.) ~
= SONY, modelo CCD - IRIS color video camera (JAPAQ)
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de video {***), para entfo ser digitalizada em um microcomputador 486/ DX4

66 MHz( 16 Mb de memodria RAM ) o qual estava equipado com um programa
especifico para digitalizagdo e leitura das imagens( *™* ) como pode ser
observado nas figuras 8, 9, 10 e 11, sendo realizada apenas uma medida por
lamina. Os subgrupos foram avaliados histometricamente em aumento de 2,5 X,

conforme o quadro a seguir:

1) Subgrupo HI: 1 dia - avaliagdo da medida de area de tecido ulcerado ( area de
ferida )

il ) Subgrupo H II: 4 dias- avaliagdo da medida da distancia entre as bordas do
epitélio da ferida.

il ) Subgrupo H 1lf : 7 dias - avaliacdo da area de tecido de granulagao.

IV ) Subgrupo H IV : 11 dias - avaliagéo da area de tecido de granulagdo.

V ) Subgrupo H V : 18 dias - avaliaggo da area de tecido de granulagéo.

~ SONY (JAPAO) ,
= MIOCHA 1.2 Image Analysis software, vers3o 1892-1994 (Jandel incorporation, U.8.A)
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FIGURA 8. Fotografia do microscopio 6tico acoplado a microcamera e estes ao monitor
de video.

FIGURA 9. Fotografia do microcomputador com o programa analisador de imagens.
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FIGURA 10. Imagem parcial do tecido de granulagdo captada pela microfimadora do
microscopio 6tico sendo vista no monitor de video.
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FIGURA 11. Area do tecido de granulacdo que foi medida a partir da imagem da figura
10 digitalizada no video do computador.
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5) AVALIAGAO DO GRUPO Il { macroscépico )

Foram utilizados 15 animais, que ndo foram sacrificados no final dos
periodos estudados visto que o objetivo desta etapa era exclusivamente o
acompanhamento e documentacéo fotografica de todos os animais, em todos os
periodos analisados.

As lesGes provocadas de modo idéntico ao do grupo anterior, foram
fotografadas ( fig.12 ) com maquina fotografica ( * ) fixada em mesa estativa e
padronizada com abertura do diafragma f 1: 27 , velocidade do obturador 1/90
seg. € escala de relacdo de aumento estabelecido em 1:1, mantendo-se
constante a distancia compreendida entre plano do filme ( ** ) e plano da
imagem ( ferida ) em 0.307 m ou 30, 7 cm { medida encontrada na lente ).

Para tomada das fotografias, os animais foram anestesiados com éter

etilico P.A., seguindo a cronologia anterior, isto é:

s

* CANON EQE - Rebel, lentes QANON “‘macro iens” EF 100 mm 1:2.8 e flash circular
MICROLITE CANON ({ Téguio, JAPAQ)
** KODAK EKTACRHOME, ASA 100 (Sao Paulo, 8.P., Brasil)
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FIGURA.12 Desenho esquematico demonstrando que, mesmo variando a espessura do
animal, a distancia entre plano do objeto ( ferida no dorso do animal ) e plano do filme
(linha tracejada na horizontal ) se mantém constante. ( linha pontilhada na vertical)

A seguir, os filmes fotogréficos foram processados de modo uniforme,
seguindo as especificagdes do fabricante, obtendo-se, em cada periodo avaliado,

15 diapositivos das lesGes teste e 15 diapositivos das lesles controle, as quais
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foram digitalizadas em “SCANNER” HP/ 4C®(*) com uma placa de apoio para
transparéncia HP/4C-T® (), o que permitiu a digitalizagdo dessas imagens a
partir dos diapositivos. As fotografias foram digitalizadas em escala de 800 % (
para facilitar a leitura das areas das feridas), com “zoom” padronizado em uma
area de 5 cm de largura por 5 c¢m de altura, obtendo-se imagens de mesmas
proporgdes em todos 0s grupos.

As imagens das lesfes digitalizadas foram levadas a um microcomputador
(PC 486 DX4, com 16 Mb de memoria RAM ¢ HD com 840 MB) e medidas
através do programa GLOBAL LAB IMAGE e GLOBAL LAB ACQUIRE (™),
comparando-se a contragdo lateral das feridas tanto do lado teste como do lado
controle em todos os periodos analisados, através da medida do perimetro das
feridas, sendo realizadas trés medidas de cada ferida, obtendo-se a média das
mesmas. Para a medida tomou-se como padrio a borda uicerada mais externa (
regido limitrofe entre tecido ulcerado e saudavel ou curado ). Nos periodos mais
avancados ( 11 e 18 dias ), quando a ferida n&o apresentava mais area de
ulcerac@io elou escara, considerava-se reparado e, portanto, com medida igual a

Zero.

* MEWLETT PACKARD { Palo Alto, Califérnia.Estados Unidos da América)
¥ ATA TRANSLATION, Inc. 1995, (LUSA)
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6. PARAMETROS PARA AVALIAGAO HISTOLOGICA QUALITATIVA

Os parametros observados na avaliagao histologica ( H.E.) das laminas

foram os seguintes:

- Avaliacdo das bordas epiteliais (aumento de 10 X );
- Tipo de reac¢do inflamatéria ( aumentoe de 40 X ),
- Evolugdo do processo de reparacao,

- Avaliacdo de vasos neoformados,

Para avaliacdo em microscopia de polarizagdo, observou-se o britho
caracteristico dos feixes de fibras colagenas para avaliagdo da maturagio dos

mesmos, Nos varios periodos analisados.

7. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia { ANOVA ) e
desde que fossem encontradas interages entre as causas de variagéo ( dia e/ou
tratamento ), tanto para o grupo histométrico quanto para o fotografico, os dados
ser8o submetidos a outros testes estatisticos ( teste t de student” ou teste t de

comnparacGes multiplas , todos em nivel de 5% ).
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| - RESULTADO FOTOGRAFICO

Para a obtengdo dos resultados fotogréficos foram utilizados 15 animais que néo
foram sacrificados, pois o objetivo dessa andlise foi simplesmente acompanhar,
macroscopicamente, a evolugo do processo de reparacao; assim sendo, foram
fotografados sempre os mesmos animais nos varios periodos avaliados { 01, 04,
07, 11 e 18 dias ). Para a tomada das fotografias foram padronizados n&o s6 a
velocidade do obturador mas também a abertura do diafragma e a distancia
entre o plano do filme e o plano da imagem. A analise digitalizada das fotografias
nos varios periodos estudados, revelou que ndo houve efeito significativo do
tratamento ( SGB ) sobre o perimetro das feridas (Tab. 1/graf. 1), quando
avaliado estatisticamente (Tab.2). A andlise de variancia ANOVA mostrou ainda
gue nao foi detectada significancia na interacdo do tempo com o tratamento,
onde o comportamento do fechamento lateral das feridas foi similar, tanto para
os lados teste quanto para os lados controle. Em complemento da analise de
variancia, foi efetuado um estudo da regresséo linear, que resuitou numa reta
unica, mostrando, mais uma vez, que o padréo do fechamento lateral das feridas,
avaliado fotograficamente, ndo apresentou diferenga estatisticamente significante
para os dois lados (teste e controle), como pode ser observado no gréfico 2.

Na prancha da avaliagdo fotogréfica ( fig. 13 )} pode-se observar o padréo de
fechamento lateral das feridas, ou seja, a diminui¢do do perimetro das feridas
conforme a evolugéo da reparagéo tecidual em relagio aos periodos estudados,

de acordo com o quadro abaixo:
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Tabela 1. Médias dos valores do perimetro das feridas nos dias 1, 4,7, 11 e 18

dos lados teste e controle. ( valores em pixels )

Tratamentos DIA 1 DIA 4 DIA 7 DIA 11 DIA 18
TESTE 311,843 263,532 176,918 28,603 4,463
+22,630 463,274 +34,812 +28,786 +11,925
CONTROLE 316,857 258,766 195,855 32,109 2,505
+38,963 +50,301 +42,963 +32,344 +9 701
.
s
o
li : B TESTE :
g @ CONTROLE
w
=
o
w
o

TEMPO (dias )

Grafico 1 - Médias do perimetro das feridas nos periodos de observacao
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Tabela 2. Analise de variancia dos dados de fechamento lateral das feridas,

segundo modelo de parcelas subdivididas, tomando o tratamento como parcela e

o tempo como subparcela.

CAUSA DE G.L. S.Q. Q.M. F
VARIAGAO

MODELO 37 7053.6 190.64 42.32
TRATAMENTO 1 05172 0.5172 0.09
RESIDUO (A) 28 15325 5.4734 1.22
TEMPO 4 68955 1723.9 382.7
TRAT.* TEMPO 4 43320 1.0830 0.24
RESIDUO (B) 112 504.50 4.5045

TOTAL CORRIGIDO 149 7558.10

ANOVA
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Tampo de Tratamento

GRAFICO 2. Regressao linear do perimetro da ferida em fungdo do tempo
decorrido no experimento para os lados teste e controle.( Equagéo do perimetro

em funcéo do tempo # Perimetro = 19,4932 - 1,107258 X tempo [**R? = 85,06%))
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FIGURA 13. Prancha da avaliagéo fotografica, mostrando o padrdao de contragéo
das feridas no decorrer do periodo experimental ( T1 significa ferida teste com 1 dia e
C1, ferida controle com 1 dia e assim sucessivamente )
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- RESULTADOS HISTOLOGICOS (Coloragido por Hematoxilina e Eosina)

A avaliagdo histoloégica utilizando-se essa coloragdo tem por objetivo
analisar o comportamento do tecido durante o processo de reparacgéo através da
observagdo da morfologia dos tecidos envolvidos nesse processo,
principaimente o tecido conjuntivo néo-formado ( tecido de granulagédo ).

DIA 1- Reparacao tecidual

LADO CONTROLE

Aumento menor (10X) - Nesse aumento & possivel se observar uma area
bastante ampla de descontinuidade do epitélio , caracterizando ulceragdo do
mesmo e conseqiente exposi¢do do tecido conjuntivo. Observa-se ainda uma
area de necrose superficial na ferida (crosta) caracterizada por uma massa de
tecido desorganizado recobrindo o tecido conjuntivo. Inicio de proliferacéo

epitelial & partir das bordas da ferida. ( fig. 14 )

Aumento maior (40X) - O tecido conjuntivo se mostra com infiltrado inflamatério
moderado,caracterizado, principalmente, pelo predominio de leucécitos PMN e
de alguns macréfagos. Presenga de grande quantidade de exsudato inflamatério
saindo do conjuntivo em dire¢do ao exterior, coagulo presente em alguns

espécimes.

LADO TRATADO COM SUBGALATO DE BISMUTO

Aumento menor (10X) - Tecido apresentando uma area de necrose superficial,
caracterizada por uma massa de tecido desorganizado e pela presenga do
produto testado, o subgalato de bismuto, tendo coloragéo escura ( marrom

esverdeada ) estando em intimo contato com o tecido conjuntivo. Observa-se
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area de descontinuidade do epitélio ( ulceragéo ), semelhante aquela encontrada
no lado controle, assim como inicio de proliferagéo epitelial, & partir das bordas

da ferida. ( fig. 15)

Aumento maior (40X) - O infiltrado inflamatério se mostra também moderado a
semelhanga da area controle;sendo o predominic de leucdcitos
polimorfonucieares semelhante em ambos os grupos. O nimero de macréfagos

sugere ser maior no grupo teste.

DIA 4- Reparac¢ao tecidual

LADO CONTROLE

Aumento menor (10X} - No lado controle pode-se observar a migragio de
células epiteliais a partir das bordas das feridas em diregéo ao centro , formando
uma camada delgada e quase que unidas, com poucas células recobrindo o
tecido conjuntivo subjacente, correspondendo a regido ulcerada. diminuicédo do
tamanho da ferida em relacdo ao periodo anterior, porém ferida ainda se
apresenta uicerada. Observa-se ainda a presenca de uma camada necrética na
superficie da ferida, porém aparentemente menor que o periodo anterior

estudado. ( fig. 16 )

Aumento maior (40X) - Infiltrado inflamatéric moderado ainda presente, com
predominio de células linfocitarias; abaixo da zona inflamada ha proliferagao de
fibroblastos e presenca de vasos neoformados, sendo alguns destes j& ativos
demonstirando a evolugéo da reparacdio, vé-se ainda poucos feixes de fibras

colagenas produzidas na érea de tecido de granulagéo.
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LADO TRATADO COM SUBGALATO DE BISMUTO

Aumento menor (10X) - Area ulcerada ainda presente e preenchida com tecido
necrético e por subgalato de bismuto, estando esses invadidos por infilirado
inflamatério, tamanho da ferida parece ser semelhante ao controle; observa-se
também migragdo de células epiteliais que iniciam o recobrimento da ferida.
Abaixo da camada com o produto testado, o tecido de granulagédo esta evoluindo
com formagéo de fibras , ndo havendo diferengas significativas em relagéo ao

controle. (fig. 17)

Aumento maior (40X) - Neste aumento pode-se observar a presenca de vasos
neoformados e varios vasos ativos e um infiltrado inflamatério moderado e com
predominio de macréfagos, a formagdo de novos feixes de fibras ainda é
pequena, predominando a quantidade de fibroblastos no tecido de granulagéao,

de maneira bastante semethante ao controle, no mesmo periodo.

Dia 7- Reparacéo tecidual

LADO CONTROLE

Aumento menor (10X) - Neste periodo a ferida se apresenta com o epitelio
recobrindo toda a extensédo da ferida, com aumento do nimero de camadas de
células epiteliais e drastica redugdo do tamanho da ferida.Q infiltrado em contato

com a zona necrética se apresenta muito discreto. ( fig. 18 )

Aumento maior (40X) - Com este aumento observa-se um tecido de granulagéo
ainda presenca de fibroblastos e de vasos neoformados de varios tamanhos, os

feixes de fibras colagenas ainda tém aparéncia delgada e estdo fracamente
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coradas, em relagéo as fibras normais adjacentes a drea da ferida. O tecido de

granulagao se mostra bastante fibroso e menos celular, quando comparado ao

periodo anterior de 04 dias.

LADO TRATADO COM SUBGALATO DE BISMUTO

Aumento menor (10X) - Com este aumenio pode-se observar a ferida
praticamente recoberta por uma camada mais espessa de epitélio, a semelhanca
do lado controle. Uma pequena quantidade de SGB ainda se encontra presente

no tecido de granulacdo. ( fig. 19)

Aumento maior (40X) - No lado teste pode-se ver um tecido de granulagao
com grande nimero de fibroblastos, & semelhanca do lado controle. Os feixes de
fibras coldgenas se apresentam ainda pouco espessas .A presenca de um
infiltrado inflamatério pouco intenso € notdrio, parecendo predominar
macréfagos, principalmente identificaveis ao redor do produto testado. O tecido
de granulagio se mostra evoluindo normalmente, sem variagbes significativas
quando comparado ao controle. Observa-se o SGB um pouco afastado do tecido

de granulacdo, como que se dirigisse para a profundidade do tecido.

DIA 11- Reparacéao tecidual

LADO CONTROLE

Aumento menor (10X) - Neste periodo o epitélio apresenta-se recobrindo toda
a 4rea da ferida, o niimero de camadas de células demonstra padréo proximo ao
de normalidade, inclusive com formagéo de queratina, bastante semelhante ac
aspecto das areas vizinhas com epitélio normal, pode-se observar inicio de

formagéo dos anexos da pele. O tecido de granulagéo se mostra bastante fibroso

66



EFEITG DO SUBGALATO DE BISMUTO HO PROGESS0 DE REPARAGAQ DE FERIDA EM DORSC DE RATOS
RESULTADOS

e, conseqlientemente, menos celular; mas ainda se apresenta imaturo em

relacao ao tecido normal. ( fig. 20)

Aumento maior (40X) - Neste periodo, o tecido de granulagdo ainda se mostra
com predominéncia de feixes de fibras.Presenca de vasos de maior calibre e de
feixes de fibras colagenas mais espessas que o periodo anterior, mas ainda sem

caracteristicas de normalidade O aspecto do processo de reparagéo é normal.

LADO TRATADO COM SUBGALATO DE BISMUTO

Aumento menor (10X) - Observa-se ainda neste periodo residuo do produto
testado, onde os bordos da ferida se encontram unidos, demonstrando
fechamento da ferida semethante ao lado controle. Inicio de formacédo de

quertina e de anexos também observado. ( fig. 21)

Aumento maior (40X) - O tecido de granulagdo denota bastante igualdade
quando comparado ao controle. O SGB se encaminha mais profundidade do
tecido, se afastando da area ocupada pelo tecido de granulagéo, & semethanca

do periodo anterior ( 07 dias).

DIA 18- Reparacéo tecidual
LADQO CONTROLE

Aumento menor (10X) - Pode-se observar espessura do epitélio bastante
préxima do normal, estando 0 mesmo recobrindo uma area minima de tecido de

granulagdo Nota-se também formagéo de anexos da pele ainda numa fase
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inicial. O tecido de granulagédo, ja bastante reduzido, se mostra mais fibroso.

(fig. 22)

Aumento maior (40X) - Neste periodo nota-se que a celularidade de fibroblastos
diminui, havendo uma aumento consideravel no nimero e espessura dos feixes
de fibras colagenas, chegando a ter um aspecto proximo do normal quando

comparadas aos feixes adjacentes que ndo foram rompidos inicialmente.

LADQ TRATADQO COM SUBGALATO DE BISMUTO

Aumento menor (10X) - O epitélio igualmente ao lado controle, se mostra
praticamente normal tendo queratina e anexos em formagédo.Observa-se ainda
neste aumento uma quantidade muitc pequena de SGB no tecido conjuntivo,
porém o aspecto do tecido é bastante maduro e muito semelhante ao do

controle. (fig. 23)

Aumento maior (40X) - Nesta fase nota-se ainda a presenga de uma pequena
area de tecido de granulacio,O SGB presente em pouca quantidade, sendo ,0
mesmo, permeado por poucos macréfagos.Os feixes de fibras colagenas, de
maneira semelhante ao controle, ja se mostram mais préximos do normal, porém
o grau de fibrosamento do tecido de granulagio ainda é menor que o tecido
normal adjacente, & semelhanga do controle.Um dado interessante de ser
observado é o de que o pouco de SGB presente ainda continua, a exemplo dos
grupos de 07 e 11 dias tratados, afastado do tecido de granulagéo ( em porgdes

mais profundas do tecido ).
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FIGURA 14. LADO CONTROLE DIA 01- Fotomicrografia da area de tecido
ulcerado com presenga de necrose superficial e infiltrado inflamatério. H.E.
(aumento ongma163)( 1.25X, 10 X
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FIGURA 15. LADO TESTE DIA 01 Fotomlcrograﬁa da area de tecido ulcerado,
preenchida com SGB estando o mesmo em intimo contato com o conjuntivo.
H.E. (aumento original 6.3X, 1.25X, 10 X)
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FIGURA 16. LADO CONTROLE DIA 4- Fotomicrografia demonstrand
presenca de infiltrado moderado e grande quantidade de vasos neoformados.
H.E. (aumento original 6.3X, 1.25X, 10 X)
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FIGURA 17. LADO TESTE DIA 04- Fotomicrografia demonstrando presenca do
SGB permeado por células inflamatérias. Vasos neoformados podem ser vistos

em grande quantidade acima dessa regido H.E. (aumento original 6.3X, 1.25X,
10 X)
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FIGURA 18. LADO CONTROLE DIA 07- Fotmicrograﬁa apresentando tecido de
granulagdo bastante celular, recoberto por epitélio. H.E. (aumento original 6.3X,
1.25X%, 10 X)

FIGURA 19. LADO TESTE DIA 07- Fotomicrografia apresentando tecido de
granulagéo celular recoberto por epitélio, com presenca do SGB em menor
quantidade que o periodo anterior. H.E. (aumento original 6.3X, 1.25X, 10 X)
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FIGURA 20. LADO CONTROLE DIA 11- Fotomicrografia mostrando a evolugéo

do processo de reparagdo e inicio de formagdo de anexos do epitélio. H.E.
(aumento original 6.3X, 1.25X, 10 X

A - 4

FIGURA 21. LADO ' ografia mostrando presenca do
SGB numa porgao mais profunda do tecido. H.E. (aumento original 6.3X, 1.25X,
10 X)
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FIGURA 22. CONTROLE DIA 18- Fotomicrografia mostrando tecido de
granulagdo mais fibroso, com caracteristicas préximas ao tecido normal. H.E.
(aumento original 6.3X, 1.25X, 10 X)
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FIGURA 23. TESTE DIA 18- Fotomicrografia mostrando evolugdo do tecido de
granulagdo bastante semelhante ao controle. Pouca quantidade de SGB ainda
presente numa por¢do mais profunda do tecido. H.E. (aumento original 6.3X,
1.25X%, 10 X)
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i -RESULTADOS HISTOLOGICOS COM MICROSCOPIA DE LUZ
POLARIZADA ( Impregnagdo por Prata e Birrefringéncia)

O objetivo da utilizagdo dessa coloragdo foi observar a formagdo e
evolugdo dos feixes de colageno do tecido de granulagdo e também a
observacdo desses fendmenos sob microscopia de luz polarizada, para o estudo
da birrefringéncia dos feixes de colégeno. A avaliagdo qualitativa dos cortes de
tecido de granulacdo impregnados pela prata sob luz comum denotou a presenca
dos feixes de colageno com uma colora¢ao castanho escura ou quase negra. Por
outro lado, quando essas observagGes foram realizadas sob luz polarizada, o
colageno do tecido de granulagdo brilhou numa tonalidade alaranjada ou

avermelhada, segundo o estagio de evolugdo do tecido.

Grupos controle e tratado com Subgalato de Bismuto.

No periodo inicial avaliado ( DIA 01 ), os dois grupos apresentam apenas
uma area ulcerada, com a presenga de fibras com brilho muito préximo ao
normal, adjacente & area da ferida; no teste foi possivel observar o SGB em
intimo contato com o conjuntivo ( fig. 24 e 25 ). No DIA 04, as caracteristicas dos
dois grupos foram bastante semelhantes, com um tecido ainda imaturo, onde as
fibras colagenas estavam em inicio de formagéo e ainda sem brilho caracteristico
de birrefringéncia. Pode-se notar a presenga de fibrina na area de tecido
necrético, com pouce britho, ndo devendo ser confundida com feixes de colageno
( fig. 26 e 27 ). A partir do DIA 07 e com a evolugdo do tecido de granulagao,
pode-se observar uma maturagdo dos feixes de colageno, estando estes mais
densos e, quando avaliados sob luz polarizada, com um britho cada vez mais

intenso e tendendo para uma coloragdo mais avermethada, sendo possivel

75



EFEITO DO SUBGALATC DE BISMUTD NO PROCESS0 DE REPARAGAD DE FERIDA EM DORSO DE RATOS
RESULTAROS

discernir pequena diferenga a favor do grupo conirole, onde se observa feixes de
fibras coldgenas um pouco mais densas e com coloragdo ligeiramente mais
avermelhada, porém nos dois lados ( teste e controle ) & possivel notar
epitelizacdo da ferida nos periodos mais avangados e inicio de formacgao de

anexos da pele. . ( fig. 28, 29, 30, 31, 32e 33)
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FIGURA 24. CONTROLE DIA 1- Fotomicrografia em microscopia de polarizagao
mostrando a birrefrigéncia das fibras colagenas com aspecto normal.
Impregnagéo por prata.(aumento original 16X, 1.25X, 10X)
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FIGURA 25. TESTE DIA 1- Fotomicrografia em microscopia de polarizagéo
mostrando preenchimento da area ulcerada com SGB e birrefrigéncia das fibras
colagenas com aspecto normal. Impregnagédo por prata.(aumento original 16X,
1.25X, 10X)
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FIGURA 26. CONTROLE DIA 04- Fotomicrografia em microscopia de
polarizagdo mostrando area de feixes de fibras colagenas birrefrigigentes com
aspecto normal ( esquerda ); e area de exsudato inflamatério com presenca de

fibrina birrefringente ( direita ). Impregnagéao por prata.(aumento original 16X,
1.25X, 10X)
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FIGURA 27. TESTE DIA 04- Fotomicrografia em microscopia de polarizagéo
mostrando preenchimento com SGB ( esquerda ); birrefrigéncia dos feixes de

fibras colagenas com aspecto normal ( superior direito ); e fibrina birrefrigente (
inferior direito ). Impregnacgao por prata.(aumento original 16X, 1.25X, 10X)
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FIGURA 28. CONTROLE DIA 07- Fotomicrografia em microscopia de
polarizagao mostrando evolugao dos feixes de fibras colagenas ainda com pouco
brilho. Impregnacgéao por prata.(aumento original 16X, 1.25X, 10X)
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FIGURA 29. TESTE DIA 07- Fotomicrografia em microscopia de polarizagao

mostrando feixes de fibras colagenas ainda imaturas como no
controle.Impregnacgao por prata.(aumento original 16X, 1.25X, 10X)
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FIGURA 30. CONTROLE DIA 11- Fotomicrografia em microscopia de
polarizagdo mostrando fibras com aspecto mais evoluido e brilho mais intenso.
Impregnacéo por prata.(aumento original 16X, 1.25X, 10X)
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FIGURA 31. TESTE DIA 11- Fotomicrografia em microscopia de polarizagao
mostrando fibras com aspecto mais evoluido e brilho mais intenso, semelhante
ao controle. Impregnacao por prata.(aumento original 16X, 1.25X, 10X)
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FIGURA 32. CONTROLE DIA 18- Fotomicrografia em microscopia de
polarizacdo mostrando feixes de fibras com aspecto proximo do normal.
Impregnagao por prata.(aumento original 16X, 1.25X, 10X)
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FIGURA 33. TESTE DIA 18- Fotomicrografia em microscopia de polarizagéo

mostrando feixes de fibras colagenas com brilho intenso, préximo do normal.
Impregnacéo por prata.(aumento original 16X, 1.25X, 10X)
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IV - AVALIAGAO HISTOMETRICA.,

Para a analise histométrica, avaliou-se no dia 1 ( teste e controle ) a area
de tecido ulcerado, aos 4 dias foi avaliado a distancia entre as bordas epiteliais e
a partir do 7°. dia a avaliacdo foi feita com relacdo & area de tecido de
granulagio, delimitada pelo tecido normal e pelo tecido de granulagdo
( diferenga de maturacdo dos feixes de fibras de colageno ).

Os valores numéricos dos parametros histométricos avaliados e as tabelas
estdo contidas no apéndice. As analises de variancia ( ANOVA ) para os varios

periodos estudados, estdo contidas nas tabelas 3 a 5, como se segue.

TABELA 3. Analise de variancia dos dados da leitura da area de tecido ulcerado

no DIA 1.

CAUSAS DE G.L. S.Q Q.M. F
VARIAGCAO

TRATAMENTOS 1 30466425729.6 304664257296 859
RESIDUO 8 28365269492.8 3545658686.6
TOTAL CORRIGIDO 9 58831695222.4

ANOVA
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TABELA 4. Analise de variancia dos dados da leitura da distancia das bordas

epiteliais da ferida no DIA 4.

CAUSAS DE G.L. S.Q. Q.M. F
VARIAGAO

TRATAMENTOS 1 304930.56 304930.56 10.37
RESIDUO 8 205924.37 29417 .76

TOTAL CORRIGIDO 9  510854.94

ANOVA

TABELA 5. Andlise de variancia dos dados da leitura da area de tecido de

granulacéo da ferida nos DIAS 7, 11 e 18.

CAUSAS DE VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 2.103 2.103 176.0
DIA 2 0.129 0.0644 5.392
DIA * TRATAMENTO 2 0.164 0.0819 6.858
RESIDUO 22 0.263 0.0119

TOTAL CORRIGIDO 27 2698

ANOVA

Uma vez detectada a existéncia de interacéo entre DIA e TRATAMENTO, ( como

observado na tabela 5 ) foi necessaria a comparacéo dos tratamentos em cada

um dos dias e da variagdo dos dias independentemente para cada tratamento,
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sendo para isso utilizado o teste t de comparagbes mUitiplas numa significancia

de 5%. ( Tab.6)

TABELA 6. Comparagdes muitiplas das meédias da area de granulagio

observada em diferentes dias separadamente em cada dia.

Dias
Tratamentos Dia7 Dia 11 Dia 18
Teste 162765 Aa 153801 Aa 137290 Aa
Controle 63177 Ba 41310 Bb 29254 Bab

Teste t ( p<0.05)

Médias com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes. Letras
maitsculas devem ser comparadas na vertical e as minusculas indicam
compara¢des nas linhas.( horizontal ). Pode ser observado com esses
dados que houve uma diferenca significativa entre teste e controle nos
periodos avaliados e que, nas feridas controle houve um decréscimo
significativo na &area d tecido de granulagdo, diferentemente do

comportamento das feridas teste onde se utilizou o SGB.
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GRAFICO 3. Média das areas ulceradas das feridas teste e controle no DIA 1
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GRAFICO 4. Médias das distancias entre bordas epiteliais das feridas teste e

controle no dia 4
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AREA DE TECIDO DE GRANULAGAO | PIXELS

GRAFICO 5 Médias das areas de tecido de granulagdo nos dias 07, 11 e 18,
permitindo a visualizacdo das diferencas entre os dias nos diferentes tratamentos
Observagdo: Barras com a mesma letra ndo sao significativamente

diferentes das demais no mesmo dia, pelo teste t ( p<0.05)
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DISCUSSAQ

A necessidade da utilizagdo de hemostéticos locais em cirurgias que
resultem em dreas de tecido conjuntivo exposto tem sido relatado por varios
autores (WIRTHLIN® et al., 1980; STEIN " et al., 1985; MANIGLIA® et al.,1989;
WORMALD & SELLARS *, 1994; FENTON™ et al., 1995, CALLANAN® et al.,
1995), onde uma preocupagéo constante dos mesmos repousa na diminuicdo do
tempo operatério, aliado a diminuicdo do risco de hemorragia pds-operatéria e a
compatibilidade biolégica dessses hemostaticos.

O objetivo de se obter hemostasia em cirurgias periodontais (
principalmente em areas doadoras de enxerto gengival livre } levou varios autores
a pesquisar substancias e materiais com agdo hemostatica local no que concerne
ao seu mecanismo de acgdo, efetividade hemostatica e efeitos bioldgicos sobre 0s
tecidos ( VISTNES® et al., 1974; WIRTHLIN® et al., 1980; JEFFERYZ et al.,
1982; SAROFF* etal., 1982).

A utilizagdo do subgalato de bismuto tem sido amplamente relatada na area
médica como sendo um hemostéatico eficiente no controle da hemorragia local em
fonsilectomias e adenotonsilectomias, diminuindc sensivelmente o©0s casos
hemorragia pos-operatéria ( cerca de 0,28% dos casos , segundo MANIGLIA,
KUSHNER e COZZI*®, 1989). Com isso, se tomna bastante segura a indicagio
dessa substancia como hemostatico local, desde que ndo haja rompimento de
vasos de maior calibre. Porém, apesar de sua indicagdo clinica como hemostatico,

praticamente ndo ha relatos na literatura sobre seus efeitos biolégicos sobre os
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tecidos, principaimente no que conceme ao seu efeito sobre o processo de
reparacao tecidual.

Em nosso trabalho, bem como nos casos clinicos onde o SGB foi utilizado
como hemostatico local, néo fot possivel se observar hemorragia pés-operatéria,
desde que fosse seguida a indicagdo do mesmo, ou seja, ndo haver sangramento
proveniente de vasos de maior calibre, mas sim sangramento proveniente de
capilares e vasos menores.

Com o intuito de contribuir para a avaliagio da resposta tecidual frente a
utilizaco do SGB, este trabalho avaliou, qualitativa e quantitativamente, os
efeitos do mesmo na reparagdo de feridas previamente confeccionadas e
padronizadas com bisturi circular, onde buscou-se uniformizar essas lestes, bem
como a padronizagdo da obtencao dos cortes sempre no diametro da leséo e
ainda a utilizacdo apenas daguelas 1aminas onde se conseguiu identificar com
clareza a drea ou distancia a serem medidas, sendo as laminas de qualidade
duvidosa descartadas, por issc o numerc de medidas realizadas no teste e
controle nem sempre foi o mesmo, o que ndo impediu a andlise dos dados.
Através dessa padronizagdo procurou-se minimizar 0 ero no momentc da
execucdo das medidas das imagens digitalizadas em computador a partir das
laminas histologicas. Porém, esse método histometrico, mesmo bem conduzido,
tem suas restricbes, sendo a maior delas a dificuldade de delimitacdo exata do
tecido normal e do tecido ulcerado ou do tecido de granulagdo, o que poderia ser
melhorado se houvesse uma coloracdo especifica ou um marcador { a
semelhanca de marcadores de 0sso neoformado, como por exemplo a tetraciclina)

que pudessem delimitar com maior exatiddo os limites desse tecido de
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granulagdo. Autores como BODNER® et al.(1992) e BODNER® et al. (1993) se
utilizaram de medidas de area de infiltrado inflamatério e drea de tecido de
granulacdo através do uso de grades oculares milimetradas, porém em seus
trabalhos os autores ndo especificaram qual método utilizaram para padronizar as
feridas ou mesmo 0s cortes histologicos. Os parémetros utilizados no presente
trabalho para avaliar resultados seguem, a principio, 08 mecanismos mais
relevantes no processo de reparacdo citados por HARRISON' ( 1991 ) em seu
artigo de revisdo, ou seja, coagulacdo e inflamacéo ( avaliagéo qualitativa ); cura
epitelial ( avaliada qualitativa e guantitativamente ); cura do tecido conjuntivo (
qualitativa e quantitativa através de medida de area de tecido de granulagio) e
maturacdo e remodelacao da ferida ( qualitativamente e através de birrefringéncia
).

Os resultados do estudo fotografico realizado demonstraram que néo houve
efeito significativo do tratamento { 8GB) sobre o fechamento lateral das feridas e
gue o mesmo foi similar, tanto no grupo teste quanto no controle. Esse resultado
mostra uma caracteristica clinica da reparagéo tecidual, demonstrando que o SGB
n&o alterou clinicamente o processo de reparag@o, pois nos varios periodos
estudados (1,4,7,11 e 18 dias ) as medidas do perimetro das feridas obtidas
através da andlise digitalizada das fotografias padronizadas mostraram ndmeros
bastante homogénios que n&o resultaram em diferenga estatisticamente
significante. No estudo realizado por KANHBERG E THILANDER® ( 1982 ), a
avaliagfo fotografica de feridas circulares de 3 mm de didmetro no palato de ratos,
demonstrou que a cura total das mesmas acontecia em torno de 3 semanas e que,

em torno de 7 a 10 dias, havia uma redugéo por volta de 50% no tamanhc das
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feridas, dados esses que se assemelham ao presente trabalho, pois aos 18 dias (
periodo final ) as feridas estavam epitelizadas e com aspecto clinico bastante
proximo ao do tecido adjacente normal e ainda com 11 dias de avaliagdo pdde-se
constatar que, tanto as médias dos perimetros das feridas do grupo teste quanto
a do controle, se mostravam aproximadamente 90% menor que as do periodo
inicial de 01 dia, havendo redugéo de 311,843 pixels para 28,603 pixels no grupo
teste e no grupo controle uma reducgéo também bastante similar sendo de 316,857
pixels para 32,109 pixels.

A avalacéo histolégica feita com coloragdo de hematoxilina e eosina
- mostrou no periodo inicial { 1 dia ) do estudo uma éarea de ulceragdo extensa com
formacao de necrose superficial da ferida, tanto no controle quanto no teste, onde
neste pode-se observar a presenca do SGB em intimo contato com o tecido
conjuntivo e preenchendo toda a ferida, fato este que pode ser considerado
favoravel, pois 0 mesmo poderia funcionar como protecéo da area ulcerada, néao
deixando a mesma descoberta e sujeita a penetracio de agentes agressores, o
que esta de acordo com MATTHEW et al., (1994)*® que citam que a cobertura
biolégica de dreas desnudas na mucosa oral é vantajosa devido a protecéo fisica
conferida e também pela reducédo da colonizag@o bacteriana , 0 que poderia ser
extrapolado para a clinica como um fator positivo na indicacdo do SGB como
protetor de feridas cirurgicas. Com 4 dias, as feridas apresentam uma
evolugdo normal, caracterizando-se por migragéo epitelial a partir das bordas das
feridas, onde no grupo controle parece haver uma ligeira vantagem em termos de
fechamento da ferida ( maior proximidade das bordas epiteliais ). Pode-se

observar ainda que no grupo teste é possivel constatar a presenga do SGB junto
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ao tecido conjuntivo, sendo 0 mesmo permeado por células inflamatérias, mas
sem caracteristicas de toxicidade ou maior agressdo além da prépria presenga
fisica do produto. Com a evolugéo da ferida, aos 7 dias se observa poucas
camadas de células epiteliais recobrindo toda a extensio da ferida, demonstrando
que, tantc no grupe teste quanto no controle, as feridas estdo evoluindo
normaimente sem grandes diferengas morfolégicas entre elas e onde o tecido de
granulacéo agora ja se mostra mais definido que no periodo anterior e com grande
quantidade de fibroblastos e formagdo inicial de feixes de fibras de colageno. E
interessante notar que a partir deste periodo o SGB passa a se localizar numa
posic&o mais profunda do tecido conjuntivo, deixando a por¢éo mais superficial do
tecido de granulacgdo livre para evoluir normalmente, sem a presenca fisica do
produto nessa porgdo mais superficial. Esse motive sugere o porqué da analise
fotografica realizada néo ter demonstrado diferencas significativas com relagéo ao
fechamento lateral da ferida, pois a porgdo visivel clinicamente ( por¢éo superficial
da ferida ) ndo mais continha o0 SGB, estando 0 mesmo confinado as porgbes mais
profundas do tecido, ndo impedindo a reepitelizagdo das feridas; Nos periodos
mais avancados do processo de reparacéo avaliados ( 11 e 18 dias ), é possivel
ainda notar a evolug@o normal das feridas, onde, tanto no grupo teste quanto no
controle, existe uma formacdo gradual de feixes de fibras colagenas, ja com
caracteristicas de espessura e de coloragéo bastante similares aos feixes das
dreas circunjacentes normais. Observa-se também nos grupos teste uma
diminuicdo gradual da quantidade de SGB, sendo essa extremamente reduzida no
periodo final analisado ( 18 dias ) demonstrando que esse hemostatico € na sua

maior parte absorvido e eliminado pelas células do sistema fagocitario, mostrando
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uma compatibilidade bioldgica bastante favoravel e ndo téxica, o que esta de
acordo com JEFFERY et al.”® ( 1982 ) que cita que um hemostatico ideal, apos
servir seu proposito primério, deveria sofrer biodegradacido e nao apresentar
efeito adverso ou mudancas teciduais estruturais, ndo devendo promover qualquer
barreira ao processo normal de reparacéo.

A falta de trabalhos relacionande o SGB com processo de reparacdo nos
levou a explorar da maneira mais ampla possivel o assunto, buscando-se obter
varios resultados { histolégico qualitativo, histolégico com birrefringéncia,
histomeétrico @ macroscopico ) para obtencdo de dados gue nos permitissem
conclusbes seguras para posterior indicacido deste produto, sem riscos para os
pacientes.

Varios trabalhos foram realizados com outros agentes hemostaticos
avaliando seus efeitos bioldgicos relacionado com o processo de reparacio.
HUNT & BENOIT { 1976 )*', conciuiram em seu trabalho sobre reparagéo de
alvéolos em felinos, quando da utilizacdo do colageno microcristalino, que este
material parece ndo retardar a cura, havendo minima reacao inflamatéria; BENOIT
& HUNT ( 1976 ) ? compararam, através da mesma metodologia, o efeito do
colageno microcristalino e da espuma de gelatina sobre o processo de reparacéo
em alvéolo, concluindo que, histologicamente, os dois hemostaticos pareceram
nao retardar o processo de cura dos alvéolos. Similarmente, SCHITTEK et al.(
1976 ) “ utilizando-se de um estudo fotografico do fechamento das feridas em
ratos, concluiram ndo haver diferenca significativa ( teste t de Student ) entre as
feridas testadas com colageno microcristaline € as controle ( salina 0,85% ).

KRAMER & POLLACK?® (1982) trabalhando com colageno microcristalino em
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érea doadora de enxerto gengival livre, ndo encontraram, histologicamente,
nenhuma evidéncia significativa no que conceme a qualidade do processo de
reparagdo. MATTHEW et al., (1994)* através de avaliagio histologica e
histométrica de feridas de 2,5 cm por 20 mm em mucosa oral de cées
preenchidas com fibra de alginato ( hemostatico ) concluiram que o mesmo néo
tem propriedade de acelerar o processo de reparagdo, ao confrario de BARNETT
& VARLEY ( 1987 ) que demonstraram uma reacgdo inflamatdria mais severa
quando da utilizacdo desse mesmo hemostatico, apesar de n&o haver atraso
significativo na cura das feridas. JEFFERY et al. 2( 1982) trabalhando com
amilose succinato de sodio ( IP 760 ) avaliando seu efeito sobre a reparacéo
tecidual em bago de cio e comparando os resultados com colageno microfibrilar,
encontraram que, em geral, @ amilose succinato apresentava um menor grau de
inflamac&o que o grupo tratado com colageno microfibrilar, o qual demonstrou um
tempo maior para ser reabsorvido. Apos investigac8o da literatura sobre o©
assunto, nada foi encontrado relacionando o SGB e seus efeitos sobre o processo
de reparacdo. Com a execucdo do presente trabalho pode-se inferir que o SGB, a
semelhanca dos hemostaticos anteriormente comentados, se mostrou bastante
seguro com relacdo & toxicidade e aceitabilidade, ndo demonstrando diferencas
marcantes com relacio a evolugdo do processo de reparacdo, o que foi também
comprovado pela avaliag@o de cortes histoldgicos corados com impregnagéo por
prata para avaliacdo, em microscopia de polarizagdo, da maturacdo dos feixes de
fibora de colageno através da propriedade das mesmas em apresentar
birrefringénecia e terem, por isso, um briho com tonalidade alaranjada ou

avermethada segundo o estagio de evolugdo em que se encontra o tecido. Apds a
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avaliacdo qualitativa da birrefringéncia, pbde-se observar que os grupos teste e
cqntroie se comportaram de maneira bastante semelhante, onde a intensidade do
brilno dos feixes de fibras colagenos foi aumentando gradativamente, conforme a
evolucdo do tecido de granulagdo, correspondendo a maturagéo dos feixes de
fibras colageno de maneira normal e progressiva, demonstrando mais uma vez
que 0 SGB néo interferiu negativamente com a maturagéo e evolugao do processo
de reparacgéao tecidual.

A utilizacgo de andlise histométricas de imagens digitalizadas em
computador permitiu a avaliacdo numérica de algumas observacbes qualitativas,
como drea de tecido ulcerado ( dia 01 ), distancia das bordas epiteliais (dia04 ) e
area de tecido de granulacdo ( dias 07, 11 e 18 ). No dia 01 encontrou-se uma
area ulcerada com medida significativamente maior no teste, o que pode ser
explicado devido 2 ferida estar preenchida pelo material ( SGB ), havendo menor
contragdo inicial da ferida. No periodo de 04 dias, onde o tecido de granulagao
mostrou inicio de sua organizacdo, porém sem um area bem delimitada, o que
impossibilitou a execu¢do dessa medida, optando-se entéo pela avaliagio da
distancia entre as bordas epiteliais, que se mostrou significativamente maior nas
feridas tratadas com SGB, demonstrando com isso uma menor velocidade de
migrac&o epitelial que pode ser justificada pela presenga do SGB em intimo
contato com o conjuntivo e bordas epiteliais da ferida, dificultando a migragéo de
células e a formacéo de vasos neoformados que dao condigdes para muitiplicgao
e migragéo epitelial. BODNER et al.® (1992) e BODNER et al*. (1993), avaliaram
a grea de tecido de granulacdo em feridas em palato de ratos normais e

sialadenectomizados, através da utilizagio de grades oculares milimetradas,
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encontrando dreas maiores e presenca de infiltrado inflamatério persistente no
grupo sialadenectomizado. No presente trabalho, com a evolugdo do processo,
nos dias 07, 11 e 18, a édrea de tecido de granulagdo no grupo teste mostrou-se
sempre estatisticamente maior que a drea do grupo controle no mesmo periodo,
havendo © decréscimo na mesma com o passar dos dias, porém numa
intensidade menor que no controle. O fato da area de tecido de granulagdo ser
maior no grupo teste nos periodos avaliados, sugere um atraso na reparacéc das
feridas, porém, como observado nas avaliagios histoldgicas e de birrefringéncia,
as feridas nesses periodos ( 07, 11 e 18 dias ) se apresentavam epitelizadas,
tanto no teste quanto no controle, o gue n&o demonstra atraso significative em
relac@o a reepitelizacho das feridas, visto que o SGB mostrou uma interessante
caracteristica de se localizar em camadas mais profundas do tecido permitindo a
evolucio do tecido de granulacdo na porgdo superficial, sendo facilmente
absorvido e eliminado da ferida ( presente em quantidades minimas aos 18 dias ),
ndo tendo caracteristicas toxicas ou agressivas ao tecido. Através da
birrefringéncia dos feixes de fibras colagenas, pdde-se ainda visualizar que a
maturacdo das mesmas se mostrou muito semelhante nos grupos teste e controle.
O fato mais imporiante para justificar essas maiores areas de tecido de granulagéo
no grupo teste é pela presenga fisica do SGB no interior do tecido e n&o por
qualquer aspecto de toxicidade ou alteracio tecidual,

A utilizacBo do SGB na clinica odontoldgica & ainda um fato recente, onde
os resultados clinicos com relagdo a obtengdo da hemostasia sdo bastante
positivos, em muitoc se assemelhando aos relatos na area médica. Com os

resultados obtidos no presente trabalho, pode-se extrapolar que o mesmo néo
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apresenta efeitos deletérios aos tecidos, ndo causando efeito inibidor significativo
ne processo de reparacdo. Obviamente outros trabalhos, inclusive clinicos,

deverao ser executados para corroborar ou confrontar nossos resultados.
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CONCLUSOES

A avaliacao do efeito do Subgalato de bismuto no processo de reparagao
em dorso de ratos através de analise macroscopica, histolégica e histométrica,
permite afirmar, dentro das condigdes experimentais utilizadas no presente

trabalho, que:

1. Nao houve diferenga entre as feridas tratadas com Subgalato de
bismuto e as feridas controle com relagdo a contragéo lateral das mesmas,
quando avaliadas macroscopicamente.

2. Nao houve diferencas histolégicas relevantes entre as feridas
tratadas com Subgalato de bismuto e as controle, nos varios periodos
avaliados .

3. A avaliacdo da birrefringéncia demonstrou um padrdao de
maturacido dos feixes de fibras colagenas bastante semelhante entre as
feridas tratadas com Subgalato de bismuto e as controle, com vantagem
para as feridas controle.

4. Através da avaliacdao histométrica, observou-se valores maiores
para as feridas teste, demonstrando que a presenca do SGB levou a um
atraso no processo de reparagdo, nao impedindo, porém , a epitelizagao
das feridas e a evolugao do tecido de granulagéo.

5. O Subgalato de bismuto ndo apresentou efeitos deletérios aos
tecidos avaliados, mostrando biocompatibilidade favoravel e demonstrando

efeito inibor pouco significativo sobre o processo de reparagao.
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APENDICE

1) Medidas fotograficas do perimetro das feridas no dia 01 ( em pixels )

DIA 01 =

_- Teste X | Controle | x

- 332,808 | 337,430 | 329416 | 329,885 | 415,351 | 410,690 | 415,835 | 413,958
2 278,002 | 279,390 | 279,271 | 278,888 | 382,861 | 385,934 | 363,753 | 377413
3 368,176 | 368,968 | 344,962 | 354,036 | 290,360 | 293,045 | 294,769 | 292,725
4 304,134 | 304,280 | 306439 | 304,951 | 309,238 | 314,389 | 315,532 | 313,063
5 327,012 | 329,223 | 326429 | 327,661 | 325426 | 319,538 | 326,088 | 323,674
B 325888 | 320,890 | 322,622 | 323,133 | 344,134 | 345448 | 348,803 | 346,128
7 326,952 | 325,022 | 329,819 | 326,931 m,?zz 297,125 | 291679 | 296,175
8 | 289453 | 292,540 | 289,836 | 290,610 | 316,351 | 308.834 | 318,781 | 314,989
9 291,935 | 295,000 | 294,991 | 293,976 | 293,326 | 298,423 | 299,566 | 297,106
10 292,774 | 284,138 | 290,607 | 289,173 | 287,106 | 282,062 | 286,268 | 286,442
11 [ 294,279 | 291,638 | 288,627 | 291,516 | 319,464 | 315,930 | 315,856 | 329,083
12 303,773 | 306,722 | 303,114 | 304,636 | 268,166 | 252,541 | 251,932 | 264,183
13 349466 | 348,348 | 346,223 | 348,012 | 324,626 | 318,046 | 314,402 | 311,281
14 290,894 | 285,788 | 287,311 | 287,997 | 292,106 | 293394 | 290,822 | 292,107
15 316,002 | 328,611 | 334,731 | 326,448 | 307,078 | 305257 | 304,264 | 305533

Média final -Teste 01 dia = 311,843
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I APENDICE

2) Medidas fotograficas do perimetro das feridas no dia 04 ( em pixels )

I DIA 04 __ 1
Teste X _Controle o
1 164,116 | 159,072 | 163,072 | 156,397 | 200,981 | 289,817 | 204,401 | 291,763
2 274,426 | 274061 | 276454 | 274,980 | 287.408 | 298,000 | 286,777 | 290729
3 223,101 | 216,816 | 227,917 | 222,611 | 291,246 | 229,838 | 290,432 | 290,504
4 344,408 | 335572 | 336,782 | 338,921 | 277,672 | 278,251 | 275,663 | 290,505
5 281,320 | 272,865 | 275,829 | 310,005 | 180,366 | 193,266 | 189,217 | 190,950
8 277,062 | 275,504 | 277,102 | 276,553 | 281,702 | 276,198 | 282,489 | 280,130
7 142,909 | 143,063 | 152,392 | 146,121 | 319,976 | 327.573 | 319,761 | 322,433
8 313,936 | 311,322 | 308,885 | 311,381 | 300,745 | 309,172 | 305,945 | 305,287
9 303,261 | 301,216 | 293,642 | 299,373 | 133,778 | 144437 | 145778 | 141,331
10 305,290 | 308833 | 305,579 | 306,567 | 242,101 | 244,597 | 238,704 | 241,801
11 326,193 | 327,795 | 333,103 | 328,697 | 217,752 | 221,391 | 220,616 | 219,886
12 299,116 | 292,176 | 291,284 | 294,192 | 297,201 | 306,915 | 299,492 | 301,203
13 296,845 | 296,550 | 292,980 | 295458 | 225896 | 236,788 | 232,777 | 231,820
14 203845 | 202445 | 203,980 | 203423 | 216854 | 219476 | 212,465 | 215,932
15 177,088 | 192,333 | 198,494 | 189,305 | 268,515 | 262,860 | 270,285 | 267,222
Media final - Teste- 04 dias 263,532 Controle 4 dias 258,766

3) Medidas fotograficas do perimetro das feridas no dia 07 ( em pixels )

| DIA 07 |
Teste X Controle P X

g 233,439 | 232,229 | 230,181 | 231,616 | 227,937 [ 237,526 | 232,040 | 232.501
2 192,782 | 191,657 | 200,613 | 195017 | 221,915 | 226,894 | 224,795 | 224.535
3 182,743 | 184350 | 176,727 | 181,273 | 244,965 | 204,055 | 215,050 | 221.353
4 166,904 | 169,897 | 163,458 | 166,753 | 160,476 | 161,221 | 153,808 | 158.501
5 231,889 | 235874 | 235862 | 234541 | 157,249 | 163,681 | 161822 | 160917
6 149,688 | 137,015 | 148,976 | 145226 | 218,811 | 212,966 | 241,345 | 224.374
7 103,461 | 096,359 | 109,285 | 103.035 | 245287 | 251,863 | 248,707 | 248.615
8 201,972 | 195074 | 197,831 | 198.293 | 192338 | 209,560 | 205274 | 202.390
9 170,462 | 169,241 | 167,586 | 169.096 | 086,946 | 102,095 | 100,925 | 096.655
10 173,064 | 167,643 | 171,399 | 170702 | 137.507 'W& 145,149 | 145543
1 218,974 | 218,693 | 221,558 | 219.742 | 156,765 1?1,522 | 168,857 | 162.381
12 162,443 | 171,155 | 169,949 | 167.849 | 208,306 | 210,022 .ms,s_ou__ 207.309
13 165,069 | 168,927 | 155,392 | 163.126 | 246,726 | 251,530 | 256,385 | 251.547
14 162,637 | 149,130 | 144606 | 152.124 | 190,344 | 203887 | 207,706 | 200.645
15 150,616 | 157,852 | 157,690 | 155.386 | 192,577 | 201,209 | 207,874 | 200.553
Média final -Teste 07 dias = 176.918 controle 07 dias 195.855
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4) Medidas fotograficas do perimetro das feridas no dia 11( em pixels )

i _ DIA 11 = |
Teste X ~ Controle _ X
1 030,263 | 029,303 | 030,291 | 29.952 0 0 0 0
2 0 0 0 0 034,489 | 034,144 | 028810 | 32481
3 | 033,363 | 034,648 | 034,777 | 34.269 | 087,952 | 098,231 | 009,072 | 98.718
4 091,063 | 090479 | 091,728 | 91.090 | 062,651 | 062445 | 067,413 | 64.070
5 040,475 | 041,305 | 041,982 | 41.254 0 3 0 0
6 0 0 0 QR & " | o
7 0 0 0 0 043,062 | 048,970 | 044,054 | 45.659
8 0 0 0 0 048,580 | 047,208 | 050,121 | 48.636
9 069,407 | 070,645 | 061,910 | 67.321 | 080,599 | 083,623 | 077,609 | 80.610
10 1035926 | 031,882 | 029,773 | 325827 0 0 0 0
1 0 0 0 0 040,465 032,778 | 039,168 | 37.470
12 038,050 | 040,680 | 037,206 | 38.645 w_f,ioa' m,oos | m.m 44.602
13 057,434 | 059,804 | 060,583 | 59.273 0 0 [ 0
14 0 0 0 0 034,084 | 025,127 | 028970 | 29.394
15 17037,385 | 033,953 | 032,807 | 34.715 ] o 0 0
Média final -Teste11 dias = 28,603 controle11 dias = 32,109

5) Medidas fotograficas do perimetro das feridas no dia 18 ( em pixels )

—_
| DIA 18 |
Teste X - Controle : X
1 0 0 0 0 D 0 [ 0
2 0 0 0 0 0 0 fi:5 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 -_-é_ = - 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0
6 ] 0 0 0 0 [} 0 0
” | 029,896 | 031,313 | 024,392 | 28.533 | 038,360 | 037.435 | 036,925 | 37.573
8 0 0 0 0 0 0 o 0
9 038,257 | 039,628 | 037,359 | 38.415 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 o 0 0
11 0 0 0 0 0 e g 0
12 0 0 0 0 0 o 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 o e (32 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0
Média final - Teste18 dias = 4,463 controle 18 dias= 2,505

104




EFEITO DO SUBGALATO DE BISMUTO NO PROCESSO DE REPARAGAQ DE FERIDAS EM DORSO DE RATOS
APENDICE

6) Medidas histométricas ( em pixels ) da area ulcerada obtidas no dia 01.

REPETICOES CONTROLE TESTE
O e 174281 166509
g 106441 315167
3 138483 267822
4 64672 261630
5 - 115314 140027
Média final 119838,2 230231

7) Medidas histométricas ( em pixels ) da distancia entre bordas epiteliais
obtidas no dia 04

REPETICOES CONTROLE TESTE
e 1.00 750.67
2 337.15 717.35
3 : 614.02 615.56
= = 311.90 733.58

Média final 316.02 686.45

Obs. O valor ponto (.) indica um dado perdido.

8) Medidas histométricas ( em pixels ) da area de tecido de granulagao
obtidas no dia 07.

REPETICOES CONTROLE TESTE
o 64868 114798
2 69685 163035
3 62799 211179
A 48453 100333
5 73173 288066

Média final 63177 162765
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9) Medidas histométricas ( em pixels ) da area de tecido de granulagéo
obtidas no dia 11.

REPETIQ@ES CONTROLE TESTE
. f 52308

2 41060

3 31123

4 43568

5 () 149909
Média final 41310 153801

Obs. O valor ponto (.) indica um dado perdido.

10) Medidas histométricas ( em pixels ) da area de tecido de granulagao
obtidas no dia 18.

- REPEncéEs CONTROLE TESTE
1 30178
e 38634
2 21470
4 26997
- 8 31707 1)
Média final 29254 137290

Obs. O valor ponto (.) indica um dado perdido.
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SUMMARY

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of Bismuth subgallate on wound
healing. In fifty five Wistar rats, two standardised wounds were made with a
biopsy punch ( 3,5 mm X 2,0 mm ) at the back of each rat. Test wound was filled
with bismuth subgallate and the control with salina 0,9%. The periods of
evaluation were 1, 4, 7, 11 and 18 days. The methods utilised were: qualitative
evaluation of the granulation tissue morphology; evaluation of collagen synthesis
( polarisation microscopy / birefringence ); histometric evaluation of digitalized
histology images and evaluation of a macroscopic ( photograph ) group. The
results showed that: histologically there were no relevant differences between
test and control, with collagen synthesis very similar to each other. At the
photographic group, no statistically significant difference (ANOVA) was observed
between test and control, related to the lateral closure of the wounds.
Histometrically, the parameters analysed ( area of ulceration - Day 1; distance
between epithelial edges - Day 4 and area of granulation tissue - Days 7, 11 and
18 ) showed that there were statistically significant differences between test and
control ( ANOVA - Days 1 and 4; student t test , p<0,05 - Days 7, 11 and 18 ). It

was concluded that bismuth subgallate did not interfere on wound healing

quality, being biocompatible to the tissues, showing only a greater area of

granulation tissue due to the physical presence of bismuth subgallate.

KEY WORDS: Bismuth subgallate, wound healing
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