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RESUMO

Marcon, EM. Andlise histolégica da inflamag¢&o, com o uso de trés curativos,
no reparo de Ulceras em calvéarias de ratos. Campo Grande; 2013. [Dissertacao
de Mestrado - Programa de Pds-graduacdo em Odontologia da Faculdade de
Odontologia Prof. Albino Coimbra Filho da Universidade Federal de Mato Grosso
Sul].

O objetivo desse trabalho foi avaliar a processo inflamatério de lesdes em calvarias
de ratos, frente a trés curativos, HemCon, Colla Cote e Biocure. Foram utilizados 40
ratos Wistar adultos. Em cada animal foram feitas quatro lesdes em calvérias,
medindo 5mm de diametro e 2mm de profundidade utilizando os curativos e uma
leséo controle. Os animais foram divididos em quatro tempos de sacrificios; 1, 3,12,
e 24 horas. Realizou-se um estudo comparativo entre 0s 4 tempos através de um
score. Os resultados mostraram que apds 24 horas todos os trés curativos
apresentaram resultados melhores que o grupo controle. E que o curativo HemCon
apresentou resultados superiores quando comparados aos outros materiais
testados.

Palavras chave: Lesdes; Epitelial; Homeostasia.



ABSTRACT

Marcon, EM._Histological analysis of inflammation, with the use of three
dressings, in the repair of ulcers in rat calvaria. Campo Grande; 2013.
[Dissertacdo de Mestrado - Programa de Pds-graduacdo em Odontologia da
Faculdade de Odontologia Prof. Albino Coimbra Filho da Universidade Federal de
Mato Grosso Sul].

The aim of this study was to evaluate the inflammatory lesions in rat calvaria, given
three dressings, HemCon, Colla Cote and Biocure. The study was performed in 40
adult Wistar rats. Four lesions in calvaria were made in each animal, measuring 5mm
in diameter and 2mm in depth, using dressings and injury control. The animals were
divided into four times of sacrifice, 1, 3, 12, and 24 hours. We conducted a
comparative study between the four different times through a score. The results
demonstrated that after 24 hours all three dressings showed better results than the
control group. Also, the HemCon bandage showed superior results when compared
to the other materials tested.

Keywords: Lesions; Epithelial; Homeostasis.
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1 INTRODUCAO

A homeostasia do periodonto de protecao requer algumas condicbes minimas
para que possa ser estabelecida. Dentre elas, uma faixa de mucosa queratinizada
na area marginal, em satisfatéria qualidade e quantidade, é extremamente
importante (RESENDE et al., 2009).

Quando ha necessidade de reparar uma area onde a gengiva queratinizada é
estreita ou até ausente pode-se empregar técnicas cirargicas de enxertia. O enxerto
gengival livre (EGL) € o procedimento mais utilizado para formagdo de uma nova
faixa de gengiva queratinizada (SHIBAYAMA e FUJI, 2000). O EGL é um
procedimento que envolve a remocdo da gengiva (tecido epitelial) de um leito
doador e sua transferéncia para um leito receptor onde a area eleita como doadora,
geralmente, é o palato duro (MONNET-CORTI e BORGUETTI, 2002). Entretanto,
por ser removido o epitélio, a regido torna-se cruenta, deixando o paciente
susceptivel a dor e a hemorragia tardia (SILVA et al., 2008). Apesar disso, nao
existem grandes mudancas no procedimento ou na protecdo da area doadora que
possibilitem o conforto do paciente (BOSCO et al., 1996). Alguns materiais foram
propostos para proteger a area, dentre eles os mais recentes sdo a membrana de
latex com polilisina a 0,1%, curativo com quitosana e colageno.

A membrana de latex natural é extraida da seringueira Hevea brasiliensis e
fabricada por um processo diferente da técnica convencional utilizada nas industrias
de borracha por ser o latex banhado ap0s o processamento pela proteina de
polilisina (MRUE et al., 2004; XAVIER et al., 2008). Essa proteina tem a capacidade
de induzir a aceleracdo dos processos de cicatrizacdo por estimular a angiogénese,
a proliferacao fibroblastica e a reconstituicdo tecidual, entdo melhorando o pos-
operatorio, pela aceleracdo da reparacédo (PAULO et al., 2005).

A membrana com quitosana, um polimero biocompativel e naturalmente
degradada no organismo, € um autoadesivo que estabiliza o coagulo sanguineo,
atraindo células vermelhas do sangue, sem a necessidade de sutura, que protege o
leito cirargico, aliviando a dor e que € degradada em 48 horas, deixando o local livre
para uma cicatrizacado natural (COSTA et al., 2006).

A membrana de colageno ajuda a controlar o sangramento, estabiliza o

coagulo, protege o leito da ferida melhorando o processo de cicatrizacdo e €
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totalmente absorvida em até 14 dias (FREITAS et al., 2008). Curativos a base de
colageno tém sido empregados na Odontologia, com diversos objetivos. Durante
alguns anos, na tentativa de criar protocolos de Regeneracdo Ossea Guiada (ROG),
alguns autores chegaram a propor o uso de curativos de coldgeno associado a
enxertos 6sseos liofilizados, tendo sua utilizacdo para este fim decaido em favor da
utilizacdo de membranas de colageno com maior tempo de reabsorcédo (CALLAN et
al.,2000; JACKSON e MORCOQOS, 2007).

Espera-se que os resultados dessa pesquisa possam mostrar os estimulos
desses curativos frente ao processo inflamatério das lesGes protegidas por eles, pois
os relatos da utilizacdo de curativos de colageno em areas doadoras de enxerto em

cirurgias mucogengivais, ainda sdo escassos na literatura.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enxerto gengival livre

Para Bosco et al. (1996) pouca énfase tem sido dada para a area doadora e
novas alternativas com objetivo de favorecer a cicatrizacdo da area e diminuir o
desconforto pés-operatério devem ser pesquisadas.

Quanto a preparacdo, conforme a técnica, o tecido enxertado deve ser
trabalhado para conter epitélio e conjuntivo (GENNARO et al., 2007).

A necessidade desta intervencédo cirargica para obtencdo do enxerto autdégeno
traz uma limitacdo a técnica quanto a morbidade pos-operatéria, uma vez que a area
doadora fica cruenta e desprotegida, causando grande desconforto, doloroso ao
paciente e risco de hemorragia tardia (FEITOSA et al., 2008).

Em um periodonto com boas condi¢des, ndo se pode precisar sobre o papel da
gengiva queratinizada para a saude desse meio. As intervengdes para a
recuperacdo da faixa perdida ou ausente de gengiva queratinizada s&o
recomendadas a partir do momento em que ha o comprometimento da higiene oral,
inflamacdes e/ou 0 aumento de recessodes (SILVA et al., 2008).

Alguns materiais sdo aplicados no intuito de promover uma prote¢cdo mecanica
na area doadora (cimento cirdrgico, placa de acetato, micropore, etc.), no entanto,
nenhum deles é capaz de induzir a aceleracdo da reparacdo (RESENDE et al.,
2009).

Mesmo que nédo seja possivel convencionar qual a faixa ideal para a indicacéo
de intervencdes, considera-se que niveis inferiores a 2mm sejam preditivos da
necessidade de acado cirdrgica para seu aumento, visando a saude bucal do
paciente (SCHROTT, 2009).

Geralmente a area doadora é o palato, pela boa qualidade e quantidade da
camada de revestimento de queratina da regido, mas bons enxertos também podem
ser retirados da tuberosidade ou crista edéntula (CAMIO et al., 2010).

O aumento da faixa de gengiva queratinizada na presenca de
comprometimentos a saude periodontal € orientado pelo papel de barreira que ela
exerce, com efeito, protetivo as agressodes teciduais (SANTAMARIA, 2011).

Junto aos efeitos dolorosos dessas condicdes e das eventuais alteracdes

funcionais, o impacto estético das deformidades ou alteracées mucogengivais € uma



19

das principais motivacbes entre 0s pacientes para a busca por tratamento
especializado (GERMINIANI et al., 2011).

Para Costa et al.(2011) a recessédo é marcada pelo deslocamento vertical do
tecido da gengiva rumo ao terco apical. Traz desconforto ao paciente e tem dentro
de suas opc¢des de tratamento o enxerto gengival livre (EGL).

O procedimento consiste na remocao de tecido epitelial de uma regido doadora
e sua insercdo na area receptora, com um periodo de reestabelecimento que
costuma ndo ir além de 15 dias e resultados estéticos em curto prazo (PACHECO e
HENRIQUES, 2011).

A importancia da presengca de uma faixa de tecido queratinizado na
manutencdo da saude periimplantar € um tema que ja gerou muitas controvérsias na
literatura. No entanto, diversos estudos tém demonstrado que a presenca de
gengiva queratinizada ao redor de implantes osseointegrados de fato apresenta
seus beneficios, contribuindo para o selamento e prevencdo da inflamacao
periimplantar, imobilizacdo e diminuicdo da probabilidade de colapso dos tecidos
moles, simplificacdo do processo de moldagem e principalmente, na facilitacdo da
higienizacdo da area do implante pelo paciente (ESPER et al., 2012).

O EGL é uma técnica com bons resultados para varios problemas do
periodonto, dentre 0s quais a recuperacdo da faixa de gengiva queratinizada e
reestabelecimento da margem gengival WENNSTROM e DERKS, 2012).

O EGL tem resultados seguros e previsiveis na melhoria da faixa de gengiva
gueratinizada e dentre outros beneficios, recupera a barreira gengival contra
eventuais agressoes teciduais (ALMEIDA et al., 2012).

Comumente, em duas semanas, 0 paciente esta recuperado e, nesse espaco
de tempo, a queixa mais comum é em relacdo a dor e desconforto na area doadora
do enxerto (FERRAO JUNIOR et al., 2012).

2.2 HemCon

A quitosana é produzida a partir do processamento da carapaca de crustaceos,
(principalmente camarfes e caranguejos), e apresentam um grande valor comercial
devido a sua alta porcentagem de hidrogénio (SUH e MATHEW, 2000).
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A quitosana é um polimero natural que apresenta reconhecida propriedade
antimicrobiana (bactericida, bacteriostatica, fungicida, fungistitica) e também
cicatrizante. Foi descoberta em 1859 por Rouget, quando do contato da quitina com
uma solucéo de hidréxido de potassio em ebulicdo (DALLAN, 2005).

Hemcon é fabricado a partir de quitosana, derivado de um biopolimero
chamado quitina, que sofre um processo de secagem por congelamento e
remodelacdo para formar um material altamente esponjoso (BURKATOVSKAYA et
al., 2006).

A principal causa de mortes em combate é a hemorragia descontrolada seguida
de choque. Para minimizar este risco, o curativo HemCon era carregado por todos
os soldados do exército dos EUA em seu kit individual de primeiros socorros (IFAK)
guando estavam em combate. Cada médico do exército americano carregava cinco
bandagens Hemcon em seu kit. Foi utilizado para tratar ferimentos em combate,
envolvendo grande sangramento arterial e venoso, resultante de feridas de projétil
de alta velocidade, explosdo, esmagamento e dilaceracao (WEDMORE et al., 2006).

Soldados em combate e com alergia a frutos do mar, incluindo aqueles com
feridas orais, foram tratados com sucesso com o HemCon. Mais de 1.000.000 de
unidades dos curativos HemCon foram entregues para os militares dos EUA e ndo
foi relatado nenhum evento alérgico. Esta falta de reatividade € provavelmente
devida a eliminacdo de proteina de antigenos de reacdes alérgicas durante o
processamento de gelificacdo da quitosana antes de ser utilizado para fazer tanto o
HemCon curativo como o HemCon dental dressing. O exército dos EUA aprovou o
uso de HemCon em pacientes que tinham alergia a frutos do mar (WEDMORE et al.,
2006).

No caso da quitosana, corrobora o fato de ser um material obtido
principalmente do exoesqueleto de crustaceos, abundante em areas de costa
maritima e que tem, na producdo da quitosana, sua reciclagem com viabilidade
econdmica e ecoldgica. O avanco nas pesquisas torna esta membrana cada vez
mais utilizada, além disso, feridas tratadas com quitosana mostraram menor grau de
fibroplasia, favorecendo a reepitelizacdo com formacdo de cicatriz lisa. A
propriedade imunomoduladora da quitosana é devida a sua capacidade de ativar
guase que exclusivamente o macréfago e explica ndo somente seu papel na
aceleracdo da cicatrizacdo de lesBes, mas também a biodegradabilidade desse

polimero no organismo (SILVA et al., 2006).
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A HemCon Industries em colaboragcdo com o Providence St. Vicent's Hospital e
o Oregon Medical Laser Center todos em Portland, Oregon, Estados Unidos, teve
suas pesquisas patrocinadas pelas forcas armadas americanas para que
desenvolvesse curativos para os soldados utilizarem no campo de batalha. Estes
curativos foram usados nas guerras do Iraque e Afeganistdo, salvando inumeras
vidas devido suas propriedades de controlar a hemorragia em poucos minutos e
aliviar a dor dos soldados. O HemCon Dental Dressing € um dispositivo médico
hemostatico que pode ser usado em cirurgias orais para atingir a hemostasia
precoce e melhorar a cura pos-operatoria, tendo a capacidade de selar cavidades
pos extracdes. Na periodontia é utilizado na regido doadora de enxerto gengival para
gue haja uma cicatrizacdo mais rapida e com um maior conforto ao paciente,
diminuindo a dor. Como ele adere na ferida, ndo ha necessidade de sutura e sera
reabsorvido num periodo de 48h, melhorando assim a cicatrizagdo do leito doador,
garantindo um maior conforto ao paciente (MALMQUIST et al., 2008).

A quitosana é conhecida por acelerar a granulagéao durante a fase proliferativa
da cicatrizacdo de feridas. Curativos bioativos sdo relatados como superior ao
convencional e sintético, tais como curativos de gaze e hidrogel respectivamente.
Estes biomateriais tém a vantagem de fazer parte da matriz de tecido natural, sdo
biodegradaveis e alguns desempenham um papel ativo na cicatrizacao de feridas e
a formacdo de tecido novo. Essas caracteristicas os tornam opcdes atraentes de
biocompatibilidade e do ponto de vista toxicolégico (BOATENG et al., 2008).

Os curativos tornam-se aderentes ao entrar em contato com o meio da ferida
oral e fornecem uma camada protetora, podendo ser cortado de tamanho
personalizado para atender as necessidades do paciente. Proporciona uma barreira
fisica para proteger a superficie da ferida, reduzindo a dor (CUI XU et al., 2009).

A quitosana ativa os macréfagos e as células mononucleadas e induz a
producéo de uma variedade de fatores de crescimento. Além disso, ela tem recebido
atencdo como eficaz sistema de transporte para a liberacdo de agentes bioativos,
particularmente proteinas morfogenéticas do 0sso, para melhorar a formacéo 6ssea
in vitro e in vivo. E um potencial como um novo mecanismo terapéutico, pois se
acredita que as células mesenquimais sdo capazes de diferenciarem-se em
osteoblastos, quando estimulado por fatores locais, tais como proteinas

morfogénicas do 0sso o0 que leva a regeneracdo 0ssea (GEFFRE et al., 2011).
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Um estudo em coelhos teve como objetivo avaliar o efeito hemostéatico do
Hemcon e sulfato férrico nos locais das feridas 6sseas e medir o potencial de
cicatrizacdo de feridas e porcentagem de formacao de novo 0sso em criptas 6sseos
tratadas com HemCon e sulfato férrico. Os resultados mostraram que a hemorragia
intermitente foi obtida com um valor médio de 1 minuto tanto para o HemCon como
para o sulfato férrico, enquanto que a hemostase completa foi obtida em 2,17 min.
para HemCon e 2,33 para sulfato férrico. A avaliacdo da neoformacédo 0ssea revelou
gue HemCon mostrou significativamente mais deposicdo 0ssea dentro das criptas
0sseas em comparacao ao controle (AZARGOON et al., 2011).

Kale et al.(2012) realizaram um estudo com 40 pacientes dentre eles nove
diabéticos e pacientes com distarbios plaquetarios, tomando medicacfes
antiplaquetarias e anticoagulantes. Avaliaram o uso de HemCon em locais de
extracdo e descobriram que todos esses sitios, incluindo os nove pacientes que
tomam anticoagulantes orais tratados com o HemCon, alcangaram hemostasia em
menos de 1 minuto versus controle feridas em 9,53 minutos. Comprovaram que a
Hemcon facilita a hemostasia e reduz a dor, diminui os riscos de trombose, pois
permite ao paciente continuar com sua medicagcado, mostrando-se eficaz no combate
a infeccbes e qualquer tipo de manifestacdo na ferida. A HemCon desempenha
importante papel na hemostase, porém de maneira independente ao sistema
classico da cascata de coagulacdo. Tem carga positiva (+) e atrai as células
vermelhas do sangue e plaquetas que tém carga negativa (-). ApOs esta atracao
forma-se uma forte ligacdo que permite ao organismo formar um coagulo natural,

cessando a hemorragia e aliviando a dor.

2.3 Colla Cote

Levando em conta o fato de que, na técnica do EGL, o risco de hemorragia
ap6s a remocao do enxerto e a alta sensibilidade dolorosa na area doadora séo
fatos que deixam o paciente e, em alguns casos, 0 proprio profissional receosos, em
um relato de caso clinico publicado em 1984, Stein et al. utilizaram um curativo a
base de colageno para protecdo da area doadora, obtendo desta forma uma boa

hemostasia na regiao, eliminando o risco de uma hemorragia no local.
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Os curativos de colageno tém sido usados dentro da area da Implantodontia,
na reparacao de pequenas perfuracdes acidentais da membrana do seio maxilar em
cirurgias de levantamento do seio maxilar para a colocacdo de implantes
(MCALLISTER, 1999).

Pikos (1999) relatou um caso clinico com o objetivo de demonstrar a utilizagéo
de curativos de colageno (Colla Cote), para perfuracbes da membrana do seio
maxilar em cirurgias de levantamento de seio. O autor concluiu que em casos de
perfuracdes pequenas da membrana do seio (de 5 a 10mm de diametro), o curativo
de coladgeno (Colla Cote), mostrou um 6timo resultado na protecdo prévia ao
preenchimento 0sseo.

Tonhi e Plepis (2002) relataram que o colageno é uma proteina fibrosa
presente na pele, tendbes, 0ssos, dentes, vasos sanguineos, intestinos e
cartilagens, correspondendo a 30% da proteina total do corpo humano. Essa
proteina é amplamente utilizada em aplicacbes biomédicas e esta intimamente
associada a cicatrizacdo. E facilmente degradada e reabsorvida pelo corpo
permitindo uma boa adeséao celular.

Em um estudo clinico controlado com 48 pacientes, Vy et al. (2004) testaram a
eficiéncia hemostatica do curativo de colageno (Colla Cote), em cirurgias
parendodonticas, obtendo excelente hemostasia dos sitios cirdrgicos.

Johnson et al. (2006) em um estudo in vitro, avaliaram a utilizacdo de um
curativo de colageno reabsorvivel (Colla Cote) na prevencdo ou diminuicdo de
extravasamento de material obturador endodéntico em pulpectomias de molares
deciduos. Os autores concluiram que o uso do curativo de colageno ndo preveniu
completamente, mas diminuiu significantemente o risco de extravasamento de
material obturador, ressaltando, no entanto a necessidade de mais pesquisas antes
da aplicacéo clinica desta técnica.

Landsberg (2008) relatou dois casos clinicos descrevendo detalhadamente os
passos cirargicos de selamentos alveolares, tendo como objetivo o preparo dos
locais para a confeccéo de ponticos estéticos, utilizando um curativo de colageno na
area doadora palatina para comprimir 0S vasos sanguineos e promover a
hemostasia do local. A utilizacdo do curativo de coladgeno na area doadora contribuiu
para uma boa capacidade hemostéatica e na estabilizacdo do coagulo, prevenindo

assim, hemorragias locais transcirargicas e pés-operatorias.
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A Colla Cote € um curativo de colageno disponivel como um material poroso
absorvivel para cobrir areas doadoras palatais. E indicado para ajudar a absorver o
sangue e exsudato da ferida e promover a hemostasia, auxiliando a cicatrizacao de
feridas, enquanto ao mesmo tempo aumenta o conforto do paciente. Tem sido
amplamente utilizado no campo da medicina e da odontologia, devido a sua
capacidade de conseguir a hemostase, para quimiotaxia de fibroblastos e de
plaquetas, e indugéo da proliferacao e diferenciacdo mesenquimal (SHANMUGAM et
al., 2010).

2.4 Biocure

A Biocure € uma biomembrana de latex natural, extraida da seringueira Hevea
brasiliensis e fabricada por um processo diferente do tradicional, usada nas
industrias de borracha, porque € banhada pela proteina de polilisina a 0,1%, que
aumenta a permeabilidade e o fluxo microvascular. Foi desenvolvida pelo
departamento de bioquimica da Faculdade de Medicina da Universidade de Ribeirdo
Preto em 1994, e desde entdo vem sendo pesquisada (MRUE et al., 2004).

Acredita-se que a biomembrana de latex com polilisina apresente importantes
propriedades bioldgicas, tais como: atividade neoangiogénica, promocéo de adesédo
celular e formacdo de matriz extracelular. Em estudos experimentais, a
biomembrana favoreceu o reparo de defeitos parciais de es6fago e de ressecc¢des
extensas de parede abdominal, demonstrando inclusive capacidade de substituicao
parcial de pericardio. Também ja foi utilizada com sucesso em cirurgias
reconstrutoras de membrana timpanica e em uUlceras de membros inferiores. Esse
material demonstrou ser biocompativel em todos os experimentos ja realizados, sem
nenhum tipo de reacédo alérgica (PINHO et al., 2004).

A polilisina é uma poliamina sintética usada rotineiramente em histologia com
a finalidade de facilitar a adesado celular sobre superficies vitreas. Este produto €,
carregado positivamente e as células normalmente ndo tém receptores especificos
para ele. Acredita-se que a adsorcao celular forcada pela polilisina seja promovida
pelas interacdes eletrostaticas entre a membrana celular e a superficie da poliamina,

mimetizando os eventos adesivos que ocorrem naturalmente entre as membranas
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celulares e seus receptores especificos. As alteracbes nas cargas elétricas
superficiais vao assim alterar a estrutura e a fungao celular (PAULO et al., 2005).

A biomembrana, produzida do latex extraido da seringueira Hevea brasiliensis
pode ser usada em reparo de defeito parcial de esdfago, resseccdes extensas de
parede abdominal, substituicdo parcial de pericardio, meringoplastias, reconstituicdo
de timpanos e reconstrucdo conjuntival; e também na cicatrizacdo de feridas
cronicas, tais como: Ulceras por insuficiéncia vascular, diabética, de pressao,
vasculogénicas, feridas cirurgicas e trauméaticas limpas ou infectadas (FUGIMOTO et
al., 2007).

Em um relato de caso clinico Xavier et al. (2008) avaliaram os beneficios do
uso de uma membrana de latex com polilisina a 0,1% como curativo, realizando
duas cirurgias de enxerto gengival livre utilizando areas doadoras palatinas, tendo
sido colocada a membrana de latex sob o cimento cirargico de protecdo em uma
delas, enquanto na outra foi aplicado apenas o cimento cirargico. Houve aceleracéo
na epitelizagdo, associada a um aumento da hemostasia e diminuicdo da
sensibilidade pds-operatoéria na area que recebeu o curativo.

Silva e Maniscalco (2013) provocaram um defeito no palato secundario de
sete cdaes, dos quais, cinco foram recobertos com a biomembrana de latex com
polilisina a 1%, e os outros (dois) foram escolhidos como controle e tiveram o
fechamento por segunda intencdo. No periodo pos-operatério foram realizadas
observacdes clinicas e macroscopicas para avaliacdo dos resultados. A membrana
foi um fator de aceleracéo do processo de reparacao, visto que os animais do grupo
controle demoraram mais tempo para ter o defeito totalmente fechado em relacao

aos outros.



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliacédo histologica do processo inflamatorio de feridas, em calvéaria de ratos,
pelo uso da biomembrana de latex com polilisina a 0,1%, da membrana com
quitosana e da membrana de colageno.
3.2 Objetivo Especifico
Avaliacdo do estimulo que os biomateriais exercem sobre o tecido durante o

processo inflamatorio inicial, analisando qualitativamente os achados histologicos,

comparando os resultados aos encontrados nos grupos controles.



4 MATERIAL E METODO
4.1 Procedimentos cirdrgicos

Foram utilizados 40 ratos Wistar machos, de procedéncia do biotério da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Campus Campo Grande, com
peso de aproximadamente 350g. Os animais foram mantidos em gaiolas unitarias
(Figura 1) de 25cm® - 45x30x15cm de comprimento, largura e altura
respectivamente, com tampa gradeada de metal e mantidos, a uma temperatura de
24°C e com iluminacgdao artificial por lampada fluorescente (modelo luz do dia, 40W),
possibilitando espaco suficiente para sua movimentacdo e descanso, sob higiene
controlada; alimentados com racao balanceada (Nuvilab CR - 1®) e agua a vontade
durante todo o experimento. Os animais permaneceram isolados (Figura 2), para
certificar que ficassem estaveis e saudaveis, mantendo contato apenas com as

pessoas envolvidas no trabalho.

KLl

Figura 1: Gaiolas com os animais Figura 2: Armazenamento das gaiolas

Os procedimentos sé foram realizados apos aprovacido pelo Comité de Etica
em Uso de Animais (CEUA) da UFMS sob o protocolo de numero 394. Todo o

procedimento cirurgico foi realizado no biotério da Universidade Federal do Mato
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Grosso do Sul, sob a supervisdo de um veterinario responsavel. Os medicamentos
usados nos animais, bem como sua posologia, foram indicados pela médica
veterinaria responsavel pelo Biotério. Para a aplicacdo de anestésicos e medicacao
pdés-operatoria, os animais foram pesados e suas doses individualizadas.

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (Figura 3) com
associacao de cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepam (Zoletil®50, Virbac,
Séo Paulo, Brasil), (Figura 4) na dosagem de 0,1ml/100g de peso corporal, com
tamanho de agulha (30x7). Foi feita antissepsia com gluconato de clorexidina a 2%
(Farmacia de Manipulagdo Orgéanica, Mato Grosso do Sul, Brasil) na regido e a

tricotomia de toda a calvaria (Figura 5).

' ANESTESICO DISSOCIATIVO

i uso VETERINARIO
1 PRODUTO IMPORTADO

"~ Zoleil" 50 ¢ & Zoleil” 50 ¢

', Zoletil” 50 Illr-\

Figura 3: Anestesia por via intraperitoneal Figura 4: Anestésico

-

Figura 5: Tricotomia da calvaria
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Na calvaria, foram realizadas quatro lesbes de 5x2mm de extensdo e
profundidade com bisturi circular (Conexao®, Sao Paulo, Brasil) (Figura 6). Para
padronizar a rotagdo e consequentemente o trauma na confeccdo das lesdes, foi
utilizado um contra-angulo com reducao 20:1 (NSK, Japéo) (figura 7) e um motor
cirargico (NSK, Japéo) na rotagdo 1:1 (Figura 8). As lesdes foram divididas conforme

o tratamento em quatro tipos: G1 — superior esquerda, G2 — superior direita, G3 —

inferior esquerda e G4 — inferior direita (Figura 9).

Figura 6: Bisturi circular Figura 7: Contra-angulo

Figura 8: Motor de implante Figura 9: Lesdes provocadas em calvarias

Na leséo superior esquerda (G1) foi protegida pela membrana de latex com
polilisina a 0,1% (Biocure) (Figuras 10 e 11); na lesdo superior direita (G2), a
protecdo ocorreu com a membrana de quitosana (HemCon) (Figuras 12 e 13); na
leséo inferior direita (G3), a protecdo se deu pelo curativo de colageno (Colla Cote)
(Figura 14 e 15) e a lesédo inferior esquerda (G4), sem nenhum curativo para

protecdo, sendo o controle (Figura 16).
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Figura 10: Les&o protegida com Biocure Figura 11: Biocure
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Figura 12: Leséo protegida com HemCon Figura 13: HemCon

CollaTape: /

Figura 14: Lesao protegida com Colla Cote Figura 15: Colla Cote
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Figura 16: Lesao com coagulo (controle)

Os curativos foram fixados somente nas bordas através da cola de
cianoacrilato (Super Bonder®, Loctite, Brasil).

Finalizando, aplicou-se uma dose de antimicrobiano de amplo espectro
(Pentabiodtico Veterinario Reforcado®, Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, lowa,
Estados Unidos), via parenteral, com posologia de 1ml/kg (Figura 17) e uma dose de
analgésico butorfanol (Torbugesic®) na dosagem de 0,1ml/300g peso (Figura 18),

com agulha com tamanho (30x7) .

Pentabidticoe Vet
Reforgado

Uso Veterindrio

Figura 17: Antimicrobiano Figura 18: Analgésico

Os animais foram recolocados em suas gaiolas de origem, em ambiente limpo

até a recuperagao anestésica e foram observados até a hora do sacrificio.
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Os animais foram divididos em quatro grupos, T1, T2, T3 e T4 com dez
animais cada, sendo cada grupo sacrificado nos tempos de uma, trés, doze e vinte e
quatro horas respectivamente apds a primeira cirurgia, pela superdosagem do
anestésico associacdo de cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepam
(Zoletil®50, Virbac, Sdo Paulo, Brasil), na dosagem de 0,3ml/100g de peso corporal.
As pecas (tecido), das calvarias dos ratos, contendo as lesGes com os curativos,
foram removidas (Figura 19), e imersas em solucéo de formol tamponado a 10%,

catalogadas e encaminhadas para os procedimentos histolégicos.

Figura 19: Remocéo das pecas

4.2 Procedimentos histolégicos

O processo de confeccdo das laminas, para sua analise qualitativa, foi por
fixacdo dos tecidos com formaldeido tamponado a 10% (Fosfato de Sédio 0,1 molar)
por 48 horas, em seguida foi realizada a remocédo dos curativos e a separacdo das
lesdes (Figuras 20, 21 e 22). Apos, foi realizada a desidratacdo das lesbes com a

série de alcoois (70%, 80%, 95% e absoluto), por 30 minutos em cada concentracao.
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Figura 20: Pega com curativos Figura 21: Remocéo dos curativos

Figura 22: Separagéo das lesbes

Em seguida, realizou-se a diafamizacdo pelo xylol, por 30 minutos e
impregnacgdo com parafina a 60°C, por 30 minutos para inclusdo dos blocos (Figura

23).



34

Figura 23: Bloco de cera

A microtomia dos blocos foi realizada em um micrétomo rotativo (Micron HM
325-ZEIZZ- Brasil) (Figura 24), com navalhas descartaveis (LEICA 818 perfil alto —
Alemanha) com seccao de 5um de espessura, semi-seriada, com intervalo de 20um
(Figura 25), sendo confeccionadas trés cortes de cada lesdo, somando um total de
12 cortes de cada animal.

Figura 24: Micrétomo rotativo Figura 25: Microtomia das lesdes

Esses cortes foram corados com hematoxilina (30 segundos) — eosina (1
minuto) (HE). Em seguida foi feita a montagem dos cortes com resina (Entelan —
MERCK — Brasil) em laminolas. Todo este processo foi realizado no Laboratério de

Histologia do CCBS da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul.
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Apdés a confeccdo das laminas, as mesmas foram avaliadas por um
histologista experiente, através de uma andlise cega, seguindo um score pré-
definido para inflamacg&o, hiperemia, degeneracdo e hemorragia, em relacdo ao
preenchimento dos cortes:

Ausente =0

Leve =1 (25%)

Moderado =2 (50%)

Intenso =3 (75%)

Severo =4 (100%)

Figura 26: Inflamacdo intensa (3). Controle Figura 27: Hiperemia moderada (2). Colla
(T3). Cote (T2).
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Figura 28: Degeneracdo moderada (2). Figura 29: Hemorragia leve (1). HemCon (T4).
Biocure (T2).

4.3 Procedimentos estatisticos

Para analisar os dados referentes as variaveis: inflamacédo, hiperemia,
degeneracado e hemorragia foram utilizadas o teste nao paramétrico Kruskal- Walllis
seguido pelo pos-teste de Dunn, todos com nivel de significancia de 5%. Com o
intuito de facilitar o entendimento, os resultados foram divididos de acordo com a
variavel estudada.

Para avaliar os tempos estudados T1 (1 hora), T2 (3 horas), T3 (12 horas)
e T4 (24 horas) foram utilizados os testes Kruskal-Wallis e Dunn como pdés-teste
(p<0,05).

O programa estatistico rodado foi 0o GRAPH PAD INSTAT. 3.



5 RESULTADOS

5.1 Variaveis

Inflamacgéo:

Tl T2 T3 T4

M Biocure M CollaCote HemCon ™ Controle

Grafico 1 - Resultados para o grau de inflamac¢éo dos materiais avaliados nos diferentes
intervalos de tempo.

Pdde-se observar no T1 que o Biocure e o Controle apresentaram diferenca
estatistica dos demais (p<0,001), tendo um valor maior, considerado como
moderado. Ao avaliar o T2, todos apresentaram inflamacdo moderada, sem
diferenca estatistica entre os materiais. A analise do T3 demostrou Biocure e
Controle com grau de inflamacéo intensa, apresentando diferenca estatistica da
Colla Cote e HemCon (p<0,001), com inflamacdo moderada. Apds 24 horas (T4),
os Biocure, Colla Cote e Controle apresentaram grau moderado, enquanto o

HemCon grau leve, sendo estatisticamente diferentes (p<0,001) (Tabela 1).
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Tabela 1: Valores da mediana dos scores do grau de inflamagcdo dos diferentes

materiais estudados, nos diferentes periodos de avaliacao.

Tem .
aial%?;gg Biocure Colla Cote HemCon Controle
T1 22 1b 1P e
T2 2@ 7@ PR e
T3 3?2 zb 2b 3°
T4 22 23 1b 2

Medianas seguidas de letras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente.

Hiperemia:

Tl T2 T3 T4

M Biocure M CollaCote HemCon ™ Controle

Grafico 2 - Resultados para o grau de hiperemia dos materiais avaliados nos diferentes
intervalos de tempo.

A analise estatistica demostrou que ndao houve diferenca entre os materiais
tanto no T1 quanto no T2, apresentando grau leve e moderado, respectivamente. No
T3, o curativo HemCon apresentou diferenca estatistica dos demais (p<0,001), com
melhores resultados (grau leve), enquanto o restante hiperemia intensa. Ja no T4, o
Biocure e Controle apresentaram maior hiperemia (grau moderado) comparado aos

demais (grau leve) (Tabela2).
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Tabela 2: Valores da mediana dos scores do grau de hiperemia dos diferentes
materiais estudados, nos diferentes periodos de avaliagéo.

Tem .
aial%%gg Biocure Colla Cote HemCon Controle
T1 1a 1a 13 1a
T2 2@ 7@ PR e
T3 3?2 32 1b 3°
T4 22 1b 1° 2

Medianas seguidas de letras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente.

Degeneracéo:

Tl T2 T3 T4

M Biocure M CollaCote HemCon ™ Controle

Grafico 3: Resultados para o grau de degeneracdo dos materiais avaliados nos diferentes
intervalos de tempo.

Tanto no T1 quanto no T2 ndo houve diferenca estatistica entre os materiais,
sendo, respectivamente, os graus leve e moderado. Na analise de T3, a HemCon
apresentou diferenca estatistica dos demais (p<0,01), considerada moderada,
enquanto os outros demonstraram grau intenso. Ao avaliar T4 foi observado que o
Biocure e a Colla Cote, com grau moderado, foram diferentes estatisticamente

(p<0,001) da HemCom (grau leve) e Controle (intenso) (Tabela 3).
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Tabela 3: Valores da mediana dos scores do grau de degeneragédo dos diferentes
materiais estudados, nos diferentes periodos de avaliacao.

;32%%;5 Biocure Colla Cote HemCon Controle
T1 12 1@ 12 'E
T2 2@ 2@ 22 23
T3 3?2 3°? 2P 3°
T4 2@ PR 19 3¢

Medianas seguidas de letras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente.

Hemorragia:

Tl T2 T3 T4

M Biocure M CollaCote HemCon ™ Controle

Grafico 4 - Resultados para o grau de hemorragia dos materiais avaliados nos diferentes
tempos.

Ao analisar o grau de hemorragia constatou-se semelhanca estatistica entre
0s materiais para o T1 (ausente), enquanto para T2 os curativos apresentaram uma
hemorragia leve e o Controle apresentou moderada. No T3, a HemCon apresentou
melhores resultados (leve), com diferenca estatistica (p<0,001) para o Biocure e
Cola Cote (moderado) que também apresentou diferenca (p<0,001) para o Controle
(intenso). No T4, o Biocure, com grau moderado, foi estatisticamente diferente
(p<0,001) da Colla Cote e HemCon que obtiveram grau leve e o Controle (intenso)
(Tabela 4).
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Tabela 4: Valores da mediana dos scores do grau de hemorragia dos diferentes

materiais estudados, nos diferentes periodos de avaliacao.

;32]%%;5 Biocure Colla Cote HemCon Controle
T1 0° 0@ 02 0°
T2 1@ 1° 12 b
T3 2@ 7@ 10 3
T4 2@ 1b 1P 3

Medianas seguidas de letras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente.

5.2 Tempo

M Biocure

T2

H CollaCote

HemCon

T3

H Controle

Grafico 5 - Resultados de cada material em relacéo aos diferentes tempos de avaliacédo.

Observou-se que em T1 o Biocure e o Controle apresentaram 0s piores

resultados quando comparado aos demais materiais (p<0,001). Em T2 todos os

materiais apresentaram, como mediana, resultado moderado, sem diferenca estética

entre si. Porém, em T3, a Colla Cote apresentou melhores resultados, com

diferenca estatica entre os outros materiais (p<0,001). Enquanto em T4, foram

observados melhores resultados para HemCon seguido da Colla Cote e Biocure,

tendo o Controle como pior resultado (Tabela 5)..
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Tabela 5: Valores da mediana dos scores para cada material nos diferentes periodos

de avaliagéo.
;32&%25 Biocure Colla Cote HemCon Controle
T1 22 1b 1P o
T2 2@ 23 e e
T3 3?2 3°? 25 3°
T4 22 23 1b 3¢

Medianas seguidas de letras iguais na horizontal ndo diferem estatisticamente.



6 DISCUSSAO

A dor pos-operatoria (SILVA et al., 2008; FERRAO JUNIOR et al., 2012) nas
areas doadoras de EGL é uma queixa frequente dos pacientes submetidos a esse
procedimento. A lesdo permanece com as terminagdes nervosas e vasos
sanguineos, presentes no tecido conjuntivo, expostas durante sua cicatrizacao,
propiciando grande desconforto relatado, além de possibilidade de hemorragia tardia
(SILVA et al., 2008). A preocupacado com essa etapa de tratamento existe, e alguns
materiais sao utilizados sobre a area doadora, como protecdo mecéanica, na tentativa
de amenizar a dor.

O material mais utilizado para proteger a area doadora é o cimento cirargico
(XAVIER et al., 2008; RESENDE et al., 2009) que tem como unica funcdo a de
barreira fisica, ndo tendo nenhum estimulo para o tecido lesado (BOSCO et al.,
1996). Além da protecdo mecéanica, o material de protecéo ideal atuaria modulando
0 processo inflamatério e, também, acelerando o reparo. A inflamacdo é um
mecanismo de defesa proprio do tecido conjuntivo. Esse tecido se reconstitui a partir
de um tecido de granulacdo, o que remete ao processo de reparo, sendo esse
dependente da liberacdo abundante de mediadores inflamatdrios dentre os quais se
podem citar: citocinas, quimiotaxias, fatores de crescimento, prostaglandinas e
leucotrienes (CONSOLARO, 2009).

Em nosso trabalho, os tempos de sacrificios dos animais foram baseados nos
tempos de absorcdo dos materiais, pois o0 do curativo HemCon é de 48 horas
(COSTA et al.,, 2006; MALMQUIST et al.,, 2008) e a Colla Cote de 10 a 14 dias
(FREITAS et al., 2008). Ja o curativo Biocure ndo é absorvivel (XAVIER et al.,
2008).

O Biocure apresentou inflamacéo intensa no T3 e moderada no T1, T2 e T4.
Para a hiperemia, T1 apresentou leve enquanto os demais categorizados como
moderados. Ao observar a degeneracdo, o material apresentou em T1 (leve), T2 e
T4 (moderados) e T3 (intenso). Analisando a hemorragia no T1 (ausente), T2 (leve)
e T3 e T4 (moderados). Os resultados em relacdo a hemorragia diferiram dos
encontrados nos experimentos de Frade et al. (2004) e Zimmermman et al. (2007)
sobre sua ac¢do na estimulacdo da neoangiogénese, pois 0s tempos de avaliacédo
podem ter sido curtos em relacdo ao tempo da acdo desse material que ndo é

bioabsorvivel.
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Ao avaliar a Colla Cote houve inflamagéo leve em T1 que foi diferente de T2 e
T4, classificados como moderados e T3 (intenso). Considerando a hiperemia T2
(moderado) apresentou diferenca dos demais tempos (leve). Na degeneracao
apresentou como resultado T1 (leve) com diferenca dos demais periodos de
avaliagdo no T2 e T4 (moderado) e T3 (intenso). A hemorragia em T1 estava
ausente e foi diferente de T2 e T4 (leve) e T3 (moderado). Os resultados aqui
obtidos na hemorragia vao de encontro com os achados de Landsberg (2008), que
usando este material em area doadora de enxerto, obteve uma boa capacidade
hemostatica e estabilidade do coagulo.

Analisando o material HemCon pode-se observar, na inflamacéo, que Tl e T4
foram classificados como leve e T2 e T3 como moderados. Na hiperemia, T1 e T4
(leves) foram diferentes de T2 e T3 (moderados). A degeneracdo apresentou
resultados nos momentos de T1 e T4 (leves) com diferenca de T2 e T3 (moderado).
Ao observar a hemorragia, em T1 ela era ausente com diferenca no T2, T3 e T4
(leve). Os resultados em relacdo a hemorragia, conferem com os obtidos por
Malmquist et al. (2008),quando utilizou esse curativo e tratamentos de alvéolos pos-
exodontia e observaram uma rapida hemostasia da area.

Para o Controle foi observada uma inflamacdo moderada em T1, T2 e T4 com
diferenca para T3, considerada intenso. Na hiperemia T1 (leve) foi diferente de T2 e
T4 (moderado) e T3 (intenso). Considerando a degeneracao observou-se T1 (leve),
com diferenca para T2 (moderado) e de T3 e T4 (intenso). Ao analisar a hemorragia,
em T1 ela era ausente, com diferenca para T2 (moderado) e de T3 e T4 (intenso).

Em relacdo aos Tempos, em T1, a HemCon e a Colla Cote apresentaram os
melhores resultados (leve), em T2, todos apresentaram resultados iguais

(moderado), em T3 e T4 a HemCon foi 0 que apresentou melhores resultados.



7 CONCLUSOES

- Os resultados mostraram que apods 24 horas todos os trés curativos
apresentaram resultados melhores que o grupo controle.
- O curativo HemCon apresentou resultados superiores quando comparados

aos outros materiais testados.
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