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Conclusion: Bismuth subgallate had a negative influence on the healing process, delaying the
rate of new vessel formation and optimal wound healing.

© 2015 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY- license (https://creativecommons.
org/licenses/by/4.0/).

Estudo experimental sobre os efeitos do subgalato de bismuto no processo
inflamatério e de angiogénese em mucosa bucal

Resumo

Introducdo: O subgalato de bismuto é um sal derivado de metal pesado. A ideia desta pesquisa
€ avaliar sua interferéncia em alguma das fases da cicatrizacao.

Objetivo: Delinear a acao do subgalato em mucosas. Avaliar a relacao entre a utilizacao do sub-
galato de bismuto e a neoformacao de vasos nas feridas em mucosa oral, para evidenciar o
possivel beneficio resultante do seu uso.

Método: Estudo experimental, prospectivo. Utilizou-se sessenta ratos, que foram divididos
igualmente em grupo controle e experimento. Foram submetidos a um procedimento cirtrgico
onde foi feito uma lesao na mucosa oral dos animais, apds, uma solucao de soro fisioldgico foi
aplicada sobre a lesao do grupo controle e sobre a ferida do grupo experimento foi aplicada uma
solucao de subgalato de bismuto.

Resultados: o grupo experimento apresentou maior reacao inflamatdria com crescente prolife-
racdo monomorfica. Vasos: houve maior proliferacdo no grupo controle.

Conclusées: Concluiu-se que o subgalato de bismuto teve uma acao negativa no processo de cicatri-
zacdo, atrasando a velocidade de formacao dos neovasos e a cicatrizacdo ideal da ferida operatoria.
© 2015 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY- license (https://creativecommons.

org/licenses/by/4.0/).

Introducao

0 subagalato de bismuto, ou oxigalato de bismuto, é uma
substancia de coloracao amarelada, que se apresenta na
forma de pd inodoro e sofre descoloracdo na presenca de luz
solar." E um sal derivado de metal pesado, pouco adsorvido
e com forte poder adstringente.?

O dermatol, outro nome dado ao sal, tem sido cada vez
mais utilizado pelos profissionais de otorrinolaringologia
e odontologia. Devido as suas propriedades adstringentes e
hemostaticas, a substancia pode ser utilizada de varias for-
mas; dentre elas estdo: tratamento topico de feridas aber-
tas; tratamento de uUlceras gastroduodenais, como
antidiarreico; para controle do odor em colostomias; em
cirurgias odontoldgicas; manejo da epistaxe; e, empirica-
mente, em adenotonsilectomias.

A literatura nao é objetiva sobre o beneficio do subgalato
na hemostasia ou no efeito cicatricional, havendo discordan-
cia, e nem trabalha os possiveis efeitos pro-cicatricionais,
deixando a desejar em se tratando de grupos comparativos
ou controle. Contudo, Arroyo Janior et al.? afirmam que o
subgalato de bismuto atua na ativacao do fator 12, que ace-
lera a via intrinseca na cascata de coagulacao, o que contri-
bui para o carater hemostatico desse composto. O autor
relata também sobre a possibilidade de o subgalato de bis-
muto inibir a fibrindlise, aumentando, com isso, a fibrose.

De acordo com Hernandez-Paz et al.? (do servico de otor-
rinolaringologia do centro de cirurgia ambulatorial de ISSSTE,
no México, DF), atualmente estao sendo investigados méto-
dos com o objetivo de diminuir ou evitar a hemorragia trans

ou poés-operatoria em adenoamigdalectomias. Por este mo-
tivo, varios meios tém sido comparados, como o laser, a ele-
trodisseccao, a ablacéo a frio, o uso de bisturi harménico ou
a radiofrequéncia. No entanto, nenhuma destas técnicas
apresentou 100% de eficacia. Dentro dessa procura por um
método ideal, tém sido relatadas duas substancias derivadas
do bismuto (subgalato e subsalicilato de bismuto), as quais
apresentam efeitos hemostaticos que ativam o fator XlI atra-
vés da via intrinseca da coagulacdo. Quando aplicadas topi-
camente na ferida operatéria, logo apds a extracao do
tecido, diminuem significativamente o sangramento.

Padilla et al.* (do servico de otorrinolaringologia do Centro
Médico Nacional La Raza, IMSS, México, DF) descrevem o
subgalato de bismuto como um metal pesado que acelera a
formacao do coagulo e melhora a hemostasia. Apontam tam-
bém que alguns autores tém sugerido apenas a adrenalina
como principio ativo que ajuda na hemostasia por seu efeito
vasoconstritor. De acordo com Padilla et al., existem poucos
estudos que utilizam o subgalato de bismuto sozinho (sem a
adrenalina) para demonstrar seu efeito hemostatico; tendo
isso em vista, propuseram um ensaio clinico comparando o
efeito hemostatico do subgalato em adenotonsilectomia em
relacao a um grupo controle em que foi utilizado apenas gaze
seca. No presente trabalho, o subgalato de bismuto nao de-
monstrou atividade como agente hemostatico para diminuir
0 sangramento transoperatorio.

Aideia desta pesquisa foi avaliar se o subgalato de bismu-
to promove interferéncia em alguma das fases da cicatriza-
cao, pois, sendo um material de facil manejo (pd) e de custo
reduzido, o seu uso poderia beneficiar a populacao do ponto
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de vista cicatricional, caso os estudos indiquem essa corre-
lacao.

Muitos servicos de otorrinolaringologia nao utilizam o sub-
galato de bismuto, alegando que o resultado pos-operatorio
imediato do seu uso nao revela beneficio, enquanto outros
referem grande facilidade no controle de sangramento,
quando do uso do mesmo. Os trabalhos, de uma forma geral,
enfocam seu uso referindo controle imediato de sangramen-
to pos-operatorio.

A cicatrizacdo de ferida ocorre em processos simultaneos,
na qual nao é possivel distinguir o inicio ou o final de cada
um deles; porém, para fins didaticos, divide-se em etapas:
coagulacao, inflamacao, proliferacao, contracao e remode-
lacdo.' A fase da proliferacao é subdividida em reepiteliza-
cao, fibroplasia e angiogénese.

Uma vez que a angiogénese € uma das importantes fases
cicatricionais, se o subgalato de bismuto induzir a uma maior
atividade angiogénica, espera-se ter neovasos de forma pre-
coce e maior em termos quantitativos, os quais culminariam
com a otimizacao do processo cicatricional.

A angiogénese ocorre a partir de vasos preexistentes, no
soro e na matriz extracelular. Esses novos vasos auxiliam na
formacao de tecido de granulacao, bem como na oferta de
nutrientes e oxigénio para os tecidos, tornando-se, entao,
um processo fundamental para a cicatrizacdo, em que cor-
responde a 60% do tecido de reparo.>¢

Aformacao de neovasos € fundamental para a regeneracao
do tecido, e, para tanto, desenvolvem-se concomitante fa-
tores locais, mediadores quimicos, matriz extracelular e
gradientes metabolicos.”

Dentre os objetivos deste trabalho, constam como geral o
delineamento e a acao do subgalato em mucosas, e como
especificos a avaliacdo da relacao entre a utilizacao do sub-
galato de bismuto e a neoformacao de vasos nas feridas em
mucosa oral, possibilitando, assim, evidenciar o possivel be-
neficio resultante do seu uso, podendo, por fim, inserir novos
protocolos nos servicos de otorrinolaringologia envolvendo o
uso do sal, principalmente em cirurgias de cavidade oral.

Método
Procedimento cirargico

Os experimentos foram realizados no periodo de 24 de se-
tembro a 1 de outubro de 2012. Foram utilizados 60 ratos
machos (Rattus norvegiccus albinus) da linhagem Wistar,
adultos jovens com idade de 110 dias e peso médio entre
250 g e 300 g. O tamanho da amostra foi estimado por estu-
dos realizados na literatura pesquisada, e o projeto seguiu
as orientacoes da Lei 11.797 de 8 de outubro de 2008, regu-
lamentada pelo decreto n° 6899, de 15 de julho de 2009, e
as recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal. O trabalho foi realizado sob aprovacao do comité de
ética no uso de animais com o nimero 666.

Os animais foram anestesiados com 0,1 mL / 100 g de peso
do animal com uma mistura de 1 mL de ketamina (50 mg) e
1 mL de xilazina 2% (20 mg), por via intramuscular, na porcao
posterior da coxa. Em seguida, foram posicionados em decu-
bito ventral e tiveram os membros inferiores e superiores
fixados num suporte de madeira (fig. 1). Com o auxilio de um
abridor de boca adaptado, foi realizada uma ferida de apro-

Figura 1 Inducéo de ferida cirGrgica.

ximadamente 0,7 cm de diametro em mucosa oral do lado
esquerdo, através do uso de uma pinca de biopsia.

Neste ponto do trabalho preferimos realizar a ferida ope-
ratoria unilateral para diminuir a agressao ao animal e faci-
litar sua recuperacao; o lado esquerdo foi escolhido para
padronizar o estudo. Preferimos utilizar a pinca de biopsia
em vez de um punch, devido a chance de este segundo ma-
terial transfixar completamente a parede da cavidade oral
do rato. Apos o término do ato operatorio, os animais rece-
beram dipirona sddica (na dose de 10 mg / kg) por via intra-
muscular com finalidade analgésica, conforme o que foi
proposto e aceito pelo CEUA.

Os animais foram aleatoriamente marcados e divididos em
trés grupos de dez, e estes foram submetidos a aplicacao de
0,5 mg de subgalato de bismuto topico apds ferida com pin-
ca de biopsia. Cada grupo foi reoperado para retirada da
ferida e avaliacao em 24 horas (Gll), trés dias (Glll) e sete
dias (GIV) ap6s a lesao (fig. 2). Os 30 animais restantes fize-
ram parte do grupo controle (Gl), e também foram divididos
em trés grupos de dez animais e igualmente avaliados em
24 horas, trés dias e sete dias (tabela 1).

T

Figura 2 Remocao de ferida em D7.
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Tabela 1
de bismuto

Identificacao das amostras estudadas com subgalato

Experimento Experimento Experimento

24 horas trés dias sete dias

Animal Peso (g) Animal Peso (g) Animal Peso (g)
1 272,91 11 261,56 21 287,28
2 278,63 12 256,09 22 262,75
3 252,08 13 259,66 23 281,18
4 250,87 14 267,43 24 261,65
5 266,3 15 283,81 25 274,4
6 255,64 16 254,11 26 262,44
7 275 17 257,74 27 273,47
8 249,6 18 272,17 28 258,95
9 273,37 19 263,36 29 277,13

10 272,34 20 263,58 30 265,94

0 grupo controle foi tratado através de lavagem da ferida
com solucao de NaCl 0,9%, conforme preconiza a literatura.
O fragmento foi retirado com margem de aproximadamente
0,5 cm de mucosa integra em torno da lesdo, com profundi-
dade até a musculatura bucal do rato. Imediatamente apds o
término de cada ato operatorio, os animais foram submetidos
a eutanasia por dose letal de tiopental sédico intraperitoneal
(120 mg/kg). Houve apenas uma perda durante a pesquisa:
um animal do grupo controle, nimero 57 (tabela 2), com
cinco dias de pos-operatorio.

Andlise histologica e imuno-histoquimica

Os resultados do estudo foram descritos por médias, me-
dianas, valores minimos, valores maximos e desvios-pa-
drao. Para a comparacao dos grupos estudo e controle em
relacao ao percentual de colageno (maduro e imaturo), e
também ao escore de contagem de células e ao nUmero de
vasos, foi considerado o teste -nao paramétrico de Mann

Tabela 2
controle

Identificacao das amostras estudadas do grupo

Controle 24 horas Controle trés dias Controle sete dias

Animal Peso (g) Animal Peso(g) Animal Peso (g)
31 271,06 41 274,35 51 284,02
32 268,96 42 278,96 52 284,6
33 257,99 43 282,05 53 265,88
34 281,5 44 272,44 54 254,1
35 268,2 45 256,63 55 282,46
36 251,8 46 262,35 56 261,76
37 271,26 47 245,71 57 236,3
38 249,7 48 249,17 58 244,34
39 278,79 49 247,94 59 276,49
40 271,49 50 262,56 60 249,1

-Whitney. As comparacodes dos dias de avaliacao dentro de
cada grupo foram feitas usando-se o teste ndo paramétri-
co de Kruskal-Wallis. Valores de p < 0,05 indicariam signi-
ficancia estatistica. Os dados foram analisados com o
programa computacional SPSS v.20.0.

0 segmento destinado a histologia foi estendido sobre pa-
pel cartao identificado e, ainda, fixado com alfinetes colori-
dos para esquematizar a posicao da ferida no rato. Na
sequéncia, foi mergulhado em recipiente com formol a 10%
por 24 horas. Apos este periodo, foi colocado em bloco de
parafina e submetido a cortes de 5 micrometros.

Os cortes histolégicos foram corados por hematoxilina
eosina e picrosirius. Para cada lamina, foi realizada a leitu-
ra de trés campos, para ambas as coloragoes, com ampliacao
de 200 x sobre a area da lesao (figs. 3 e 4).

Na hematoxilina eosina, avaliou-se o processo inflamatério
com contagem das células monomorfonucleares e polimor-
fonucleares e nUmero de vasos. A coloracao picrosirius avalia
o colageno através da birrefringéncia especifica do mesmo,
identificando o direcionamento das fibras através de um mi-
croscopio de luz polarizada. As fibras mais espessas, e com
maior birrefringéncia, apresentar-se-ao coradas em tons

Figura 3 Mascara empregada para a leitura da coloracao com
Picrosirius.

Figura 4 Lamina ilustrando coloracao com Picrosirius de integra.
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laranja e vermelho, identificando o colageno tipo |, e as fi-
bras mais finas, e com menor birrefringéncia, apresentar-
se-ao coradas em verde, identificando o colageno tipo Ill.

O microscopio utilizado era da marca Olympus BX50 com
camaras de captura 3CCD pro-séries, e o programa de cap-
tura de imagens foi o pro-plus versao 4.5 da Cybermetics. As
imagens foram captadas por uma camera Dinolite, tendo sido
analisadas pelo aplicativo Image plus 4.5 para Windows em
computador Pentium IIl. Apos a leitura, foram utilizadas as
areas demarcadas com maior celularidade, as quais foram
submetidas a um punch para confeccao do TMA - tissue ma-
croarray, para imuno-histoquimica (fig. 5).

Apos a realizacao do TMA, o material foi encaminhado para
processamento imuno-histoquimico. O marcador utilizado foi
0 CD34, o qual propiciou a avaliacao do processo de angio-
génese através da demarcacao da proliferacao de células
endoteliais, uma vez que seu antigeno é uma cadeia simples
de glicoproteina transmembrana, associado a células proge-
nitoras hematopoiéticas humanas (fig. 6). A reacao antigeno
x anticorpo é demarcada por meio de reacao quimica de cor
acastanhada, permitindo a quantificacao e qualificacao do
processo reparacional (fig. 7).

Figura 5 Laminas terminadas e parafina depois de realizacao
de puncionamento.

Figura 6 Mascara empregada para a leitura do marcador de
CD34.

Figura 7 Lamina ilustrando marcador de CD34 de integra.

Analise estatistica

A analise foi realizada levando em conta os resultados do
estudo, descritos por médias, medianas, valores minimos,
valores maximos e desvios-padrao. Para a comparacao dos
grupos estudo e controle, foi considerado o teste nao para-
métrico de Mann-Whitney. As comparacdes dos dias de ava-
liacao dentro de cada grupo foram feitas usando-se o teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis.

Resultados

0 colageno é o principal componente da matriz extracelular
dos tecidos. Estrutura-se em rede densa e dinamica resultan-
te da sua constante deposicao e reabsorcao. A degradacao
do colageno se inicia precocemente e é muito ativa durante
o processo inflamatorio. Através desse processo torna-se
possivel avaliar a atividade cicatricial principalmente através
de sua forma imatura, o colageno tipo lll, o qual esta presen-
te em cerca de 40% do tecido de granulacao.

Colageno maduro

Inicialmente, em cada dia de avaliacao (1, 3 e 7), testou-se
a hipotese nula de que o percentual de colageno maduro é
igual nos dois grupos vs. a hipotese alternativa de percen-
tuais de colageno maduro diferentes (tabela 3). Em seguida,
dentro de cada grupo, testou-se a hipotese nula de que o
percentual de colageno maduro é igual nos trés dias de ava-
liacdo vs. a hipotese alternativa de que os percentuais nao
sao todos iguais. Nao houve diferenca no percentual de co-
lageno maduro no grupo experimento nos dias avaliados (p =
0,180). O mesmo ocorreu com o grupo controle (p = 0326).

Colageno imaturo
Inicialmente, em cada dia de avaliacao (1, 3 e 7), testou-se

a hipétese nula de que o percentual de colageno imaturo é
igual nos dois grupos vs. a hipotese alternativa de percen-
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Tabela 3 Comparacdo em relacdo ao colageno maduro. Apresentacao dos valores de média, mediana, minimo, maximo e
desvio-padrao. Também sao apresentados os valores de p dos testes estatisticos

Dia Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio-padrao Valor de p?
1 Estudo 10 82,3 86,5 59,6 95,5 12,2
Controle 10 88,3 95,0 55,2 99,1 13,9 0,143
3 Estudo 10 86,2 87,5 63,4 99,2 10,0
Controle 10 92,2 92,6 82,0 98,2 5,2 0,123
7 Estudo 9 91,7 93,7 82,2 97,9 5,2
Controle 10 94,7 96,2 80,3 100,0 6,1 0,079

2 Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05.

tuais de colageno imaturo diferentes (tabela 4). Em seguida,
dentro de cada grupo, testou-se a hipétese nula de que o
percentual de colageno imaturo é igual nos trés dias de ava-
liacao vs. a hipotese alternativa de que os percentuais nao
sao todos iguais. O resultado da avaliacao do colageno ima-
turo nao apresentou diferenca em relacao ao seu percentual
nos dias avaliados no controle (p = 0,326) e experimento
(p = 0,180).

Contagem de células do processo inflamatorio

Inicialmente, em cada dia de avaliacao (1, 3 e 7), testou-se
a hipétese nula de que o escore de contagem celular do
processo inflamatério € igual nos dois grupos vs. a hipotese
alternativa de escores diferentes (tabela 5).

Em seguida, dentro de cada grupo, testou-se a hipotese
nula de que o escore € igual nos trés dias de avaliacao vs. a

hipdtese alternativa de que os escores nao sao todos iguais.
Para o grupo estudo, o resultado do teste indicou a rejeicao
da hipotese nula (p = 0,016). Considerando-se que foi encon-
trada diferenca significativa entre os dias, estes foram com-
parados dois a dois (tabela 6).

Para o grupo controle, o resultado do teste indicou a nao
rejeicao da hipotese nula (p = 0,289). Sendo assim, neste
grupo, nao foi encontrada diferenca significativa entre os
dias de avaliacao em relacao ao escore de contagem celular.
0 grupo experimento apresentou maior reacao inflamatoria
com crescente proliferacao monomorfica (p = 0,016).

Numero de vasos
Coloracdo hematoxilina eosina

Inicialmente, em cada dia de avaliacao (1, 3 e 7), testou-se
a hipotese nula de que o nimero de vasos € igual nos dois

Tabela 4 Comparacao em relacdo ao colageno imaturo. Apresentacao dos valores de média, mediana, minimo, maximo e
desvio-padrao. Também sao apresentados os valores de p dos testes estatisticos

Dia Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio-padrao Valor de p?
1 Estudo 10 17,7 13,5 45 40,4 12,2
Controle 10 11,7 5,0 0,9 44,8 13,9 0,143
3 Estudo 10 13,8 12,5 0,8 36,6 10,0
Controle 10 7,8 7,4 1,8 18,0 5,2 0,123
7 Estudo 9 8,3 6,3 2,1 17,8 5,2
Controle 10 5,3 3,8 0,0 19,7 6,1 0,079

2 Teste ndao paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05.

Tabela 5 Comparacao em relacdo ao crescimento células inflamatdrias. Apresentacdo dos valores de mediana, minimo e maxi-
mo. Também sao apresentados os valores de p dos testes estatisticos

Dia Grupo n Mediana Minimo Maximo Valor de p?
1 Estudo 10 0 = 0
Controle 10 0 -2 0 0,684
3 Estudo 10 0 = 2
Controle 10 0 -2 1 0,481
7 Estudo 9 1 0 3
Controle 10 0 -1 1 0,043

2 Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05.
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Tabela 6 Avaliacdo do valor de p. Apresentacao dos valores
de p dos testes estatisticos

Dias comparados Valor de p
Dia 1 x dia 3 0,131
Dia 1 x dia 7 0,003
Dia 3 x dia 7 0,084

grupos vs. a hipotese alternativa de nimeros de vasos dife-
rentes (tabela 7).

Em seguida, dentro de cada grupo, testou-se a hipotese nula
de que o escore ¢é igual nos trés dias de avaliacao vs. a hipo-
tese alternativa de que os escores nao sao todos iguais. Houve
maior proliferacao de vasos no grupo controle (p = 0,006).
0 grupo experimento nao demonstrou proliferacao significati-
va dos vasos nos dias avaliados (p = 0,119) (tabela 8).

Marcador CD34
Inicialmente, em cada dia de avaliacao (1, 3 e 7), testou-se
a hipotese nula de que o resultado de CD34 é igual nos dois
grupos vs. a hipdtese alternativa de resultados diferentes
(tabela 9). Em seguida, dentro de cada grupo, testou-se a
hipotese nula de que o resultado de CD34 é igual nos trés dias
de avaliacdo vs. a hipotese alternativa de que os resultados
nao sao todos iguais.

Houve maior proliferacao no grupo controle no sétimo dia
(p = 0,036); nao houve proliferacao significativa de vasos no
grupo experimento.

Discussao

Tendo em vista a utilizacao do subgalato de bismuto na pra-
tica médica, principalmente na otorrinolaringologica e na
dermatoldgica, procuramos utilizar este estudo como ferra-
menta para elucidar os beneficios do sal em procedimentos
cirdrgicos, ja que o mesmo é utilizado de maneira cotidiana
em adenoamigdalectomias em varios servicos, principalmen-
te no sul do Brasil. Indiscutivelmente, em nosso servico no-
tamos certo beneficio na sua utilizacdo, ja que o subgalato
proporciona, além de um possivel efeito cicatricial e hemos-
tatico, uma melhor visualizacao dos pontos sangrantes em
lesdes da orofaringe.

O processo cicatricional envolve varias reacoes que ocorrem
de forma simultanea, e nao se consegue, com isso, separar o
inicio e o final de cada etapa. Na teoria, porém, as reacoes
sao divididas em etapas: coagulacao, inflamacao, prolifera-
¢ao, contracao e remodelacao.' Esse processo tem como ob-
jetivo final a reparacao do tecido, mas para isso é necessario
que todas as etapas sejam realizadas de maneira satisfatoria.

A coagulacao inicia-se alguns segundos apos a instalacao
da ferida. Forma-se o coagulo e a matriz extracelular, que
contém compostos quimicos (fator de crescimento) e media-
dores inflamatorios (citocinas) que contribuem para os pro-
cessos de reepitelizacdo e contracao da ferida.

O processo inflamatorio caracteriza-se por hemostasia,
migracao celular e deposicao provisoria de matriz. As plaque-
tas, essenciais a formacao desse tampao hemostatico, tam-
bém secretam multiplos mediadores, incluindo fatores de
crescimento liberados na area lesada. Induzidas pela trom-
bina, ainda sofrem a degranulacao plaquetaria e liberam
varios fatores de crescimento, como o derivado de plaquetas
(PDGF), o de crescimento transformante-8 (TGF-B), o de
crescimento epidérmico (EGF), o de crescimento transfor-
mante-a (TGF-a) e o fator de crescimento de células endo-
teliais (VEGF), além de glicoproteinas adesivas, como a
fibronectina e a trombospondina, que sao importantes cons-
tituintes da matriz extracelular provisoria.>®®

A célula de grande importancia no processo cicatricial é o
macréfago. Além desse papel na fagocitose de fragmentos
celulares, os macréfagos também secretam fatores quimio-
taticos que atraem outras células inflamatorias ao local da
ferida e produzem prostaglandinas, que funcionam como
potentes vasodilatadores, afetando a permeabilidade dos
microvasos. Eles também preparam a ferida para a fase pro-
liferativa. A proliferacao na formacao de cicatriz promove o
fechamento da ferida. Essa fase & composta por reepiteliza-
cao, fibroplasia e angiogénese.

Nesta pesquisa, optou-se por dar enfoque ao processo de
angiogénse, visto que ele é fundamental para a cicatrizacao,
correspondendo a 60% do tecido de reparo.>¢ Stashak et al.,
citados por Souza et al.,’ referem que a angiogénese favore-
ce o tempo de cicatrizacao por aumentar o aporte de nu-
trientes e o ingresso celular na regiao afetada, diminuindo,
dessa forma, o tempo de retracao da ferida. Balbino et al."
referem que ocorre a migracao das células endoteliais, que
atravessam a parede do vaso e, através da matriz extracelu-
lar, seguem em direcao ao sitio da lesdo. Uma vez na regiao
externa do vaso, passam por um processo de diferenciacao

Tabela 7 Comparacao em relacao ao numero de vasos. Apresentacao dos valores de mediana, minimo e maximo. Também sao

apresentados os valores de p dos testes estatisticos

Dia Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio-padrao Valor de p?
1 Estudo 10 22,3 19,5 7,0 38,0 9,4
Controle 10 20,2 19,0 2,0 50,0 13,4 0,529
3 Estudo 10 28,7 29,0 15,0 41,0 9,1
Controle 10 43,2 39,5 12,0 70,0 18,6 0,052
7 Estudo 9 62,9 68,0 10,0 148,0 47,9
Controle 10 53,8 48,5 11,0 120,0 31,2 0,968

2 Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05.
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Tabela 8 Representacao os valores de p dos testes estatis-
ticos

Dias comparados Valor de p
Dia 1 x dia 3 0,007
Dia 1 x dia 7 0,001
Dia 3 x dia 7 0,480

e adquirem a capacidade de formar novos tubos capilares.
As células endoteliais migratorias formam, na parte externa
do vaso, um broto capilar que se une ao capilar de origem,
restabelecendo o fluxo sanguineo.

A formacao do neovaso comeca com a agressao tecidual,
com a ativacdo dos macrofagos e as substancias que estes
produzem. As proteases (plasmina e colagenases) digerem a
membrana basal e permitem que as células endoteliais esti-
muladas pelas citocinas angiogénicas formem o novo novelo
vascular que invade a ferida. A angiogénese cessa por apop-
tose.! 2

0 mecanismo responsavel pela contracao, especificamen-
te, pode se dever ao movimento dos miofibroblastos através
da matriz extracelular. Estes possuem em seu citoplasma
fibras contrateis de actina e miosina, que se originam de
células mesenquimatosas, de mononucleares circulantes ou
de fibrdcitos situados ao redor da adventicia de vasos sangui-
neos locais, processo facilitado pelo TGF-B. Os fibroblastos
das margens da ferida apresentam mudanca de fenétipo para
miofibroblastos, com caracteristicas funcionais similares ao
musculo liso. Estas células encontram-se alinhadas ao redor
de depositos da nova matriz extracelular, fazendo unides
célula a célula e gerando a forca de tensdo.™

A modelagem do colageno ocorre pelo equilibrio entre a
sintese e a degradacao deste. Este processo é mediado pelas
enzimas proteoliticas (metaloproteinases), células epidérmi-
cas, células endoteliais e fibroblastos.! No remodelamento
ocorrem etapas sucessivas de producao, digestao e orienta-
¢ao das fibras de colageno. As fibras sao digeridas pela cola-
genase, ressintetizadas, rearranjadas de acordo com a
organizacao das fibras do tecido conjuntivo adjacente e li-
gadas, lateralmente, por ligacdes covalentes. A quantidade
de colageno aumenta durante as primeiras semanas, e em
torno de 21 dias ocorre um equilibrio entre a producao e a
degradacao. Aresisténcia da cicatriz é dada pela quantidade
de colageno depositada e pela forma como as fibras estdao

organizadas, sendo o aumento da resisténcia maior do que
se poderia esperar apenas pela deposicao do colageno. Este
processo tem inicio por volta da terceira semana ap6s o trau-
ma e persiste por meses ou anos. %"

Em se tratando de recuperacao cirlrgica, objetiva-se tam-
bém a recuperacao tissular mais rapida e eficaz. Esta pesqui-
sa propos-se a avaliar a atividade do subgalato de bismuto
na cicatrizacao de ferida, de modo a melhorar a resposta ao
trauma. O subgalato de bismuto, ou oxigalato de bismuto, é
uma substancia de coloracao amarelada, que se apresenta
na foram de pé inodoro e sofre descoloracao na presenca de
luz solar." E um sal derivado de metal pesado, pouco adsor-
vido e com forte poder adstringente.?

Esse composto tem sido utilizado com a finalidade de con-
ter hemorragias, em tosilectomia, turbinectomia e em estu-
do de hepatectomia parcial.20 subgalato de bismuto - metal
pesado, relativamente insolUvel e pouco absorvido no leito
cirtrgico, de baixo custo e facil utilizacdo - tem apresentado
boa eficacia como agente hemostatico local. Seu mecanismo
de acao é atribuido a ativacao do fator 12 de coagulacao,
além de se supor um efeito adstringente local.™

Arroyo Junior et al.? também afirmam que o subgalato de
bismuto atua na ativacao do fator 12, que acelera a via in-
trinseca na cascata de coagulacao, o que contribui para o
carater hemostatico desse composto. O autor relata a possi-
bilidade de o subgalato de bismuto inibir a fibrindlise e, com
isso, aumentar a fibrose. Essa afirmacao corrobora com a
intencao do estudo de buscar resultados que mostrem a con-
tribuicao do subgalato de bismuto para a cicatrizacao e,
consequentemente, para uma maior formacao de neovasos.

Com relacao ao processo inflamatorio avaliado através do
numero de células monomorfonucleares e polimorfonuclea-
res, o estudo demonstrou que o grupo experimento teve o
tempo de processo inflamatorio reduzido, ou seja, o tecido
foi exposto a uma reacao inflamatéria mais rapida, nao pro-
porcionando a formacao esperada de neocélulas.

Ficou evidenciado que o subgalato de bismuto promoveu
uma diferenca significativa no padrao inflamatdrio no sétimo
dia, quando promoveu uma reducao do processo inflamato-
rio, levando a um status cronico maior que o grupo controle.

Considerando a coloracao hematoxilina-eosina, o subgala-
to de bismuto ndao promoveu aumento de vasos quando com-
parados o grupo controle e o grupo experimento. Porém, ao
comparar a angiogénese do primeiro com o sétimo dia no
grupo controle, encontrou-se um aumento significativo no
nUimero de vasos. Tal relacao é a esperada dentro do proces-
so fisiologico normal de cicatrizacao. Ainda sobre o processo

Tabela 9 Comparacao em relacao a angiogénese. Apresentacao dos valores de mediana, minimo e maximo. Também sao apre-

sentados os valores de p dos testes estatisticos

Dia  Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio-padrao Valor de p?
1 Estudo 10 6742 5949 1348 13106 3626
Controle 8 9371 7737 3341 21206 5981 0,460
3 Estudo 9 5846 4937 2131 13493 3735
Controle 10 9406 8188 3814 15493 3999 0,079
7 Estudo 9 4347 4419 619,8 7590 2281
Controle 8 7575 6799 2437 15750 3843 0,036

aTeste nao paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05.
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de angiogénese, quando estudado pelo método de imuno-his-
toquimica com o marcador CD34, houve maior proliferacao
de vasos no grupo controle, o que demonstra que o subgala-
to inibiu a neoangiogénese no experimento. O sal promoveu
um status de cronificacdo de processo inflamatério, o que
poderia justificar a inibicdo do processo de angiogénese
quando comparado ao grupo controle.

Outro fator avaliado neste estudo foi a atividade do cola-
geno. Afirma-se que o colageno é a proteina mais abundante
do tecido conectivo em fase de cicatrizacdo.' Essa proteina
compoe, principalmente, a matriz extracelular, fazendo par-
te da fase de remodelamento da cicatrizacao.

O colageno tipo | é o mais frequente. Ele é sintetizado
pelos fibroblastos, sendo mais predominante em ossos e ten-
does. O tipo Ill € mais comumente encontrado em tecidos
moles, como vasos sanguineos, derme e fascia. A derme sa
contém aproximadamente 80% de colageno tipo | e 20% de
colageno tipo lll. J4 o tecido de granulacao expressa 30 a 40%
de colageno do tipo Ill, sendo considerado colageno imaturo.™

Nao houve diferenca na producao de colageno, com os
grupos controle e experimento apresentando a mesma efi-
ciéncia.

Conclusao

Levando em consideracao o processo de cicatrizacao na fe-
rida da mucosa dos animais estudados, evidenciou-se uma
possivel interferéncia negativa do subgalato de bismuto.
0 sal proporcionou uma menor exposicao do tecido ao pro-
cesso inflamatorio, levando a um status cronico precoce, com
certa estabilizacdo no nimero de vasos, atrasando até mes-
mo o processo fisiologico de cicatrizacao e prejudicando a
angiogénese.

Quando levamos em conta o estimulo a fibroplasia, seu uso
foi indiferente, nao interferindo na formacao do colageno,
seja na sua forma imatura ou madura.

Contudo, demonstrou-se que o subgalato, levando em con-
ta o processo cicatricial, nao proporciona uma melhora na
qualidade da cicatrizacao, e o metal pesado ainda interfere,
atrasando a velocidade de formacao dos neovasos e a cica-
trizacdo ideal da ferida operatoria.
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