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RESUMO

Em areas doadoras de enxerto gengival livre pode ocorrer maior sangramento e, o repa-
ro das lesdes ocorre por segunda intencao. Neste sentido, avaliou-se histologicamente o
reparo na mucosa palatina de75 ratos Wistar divididos em 3 grupos de 25 animais cada.
Feridas com punch de 3 milimetros foram realizadas no centro da terceira prega palati-
na. Para a hemostasia, o grupo controle recebeu compressao com gaze umedecida em
soro fisiologico, o grupo teste 1, apds hemostasia igualmente ao grupo contro-
le,aplicacdo de fibrinolisina /desoxirribonuclease, € o grupo teste 2 hemostasia com
subgalato de bismuto e aplicacdo de fibrinolisina/desoxirribonuclease. A andlise histo-
l6gica ocorreu aos 3,7,14,30 e 60 dias.Em todos os grupos observou-se epitélio ulcerado
aos 3 dias, em franca proliferacdo aos 7 dias e fechamento epitelial completo aos 14
dias.No grupo teste 1 a presenca de codgulo foi menor aos 3 e 7 dias (p<0,05). O grupo
controle evidenciou maior presenca de necrose em relacdo aos grupos testes 1 e 2
(p <0,05). A medida linear foi menor no grupo teste 1 em relagdo ao grupo controle aos
3 dias (p=0,04) e 7 dias (p<0,01).A medida vertical do epitélio ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos. Conclui-se que aplicagdo tdpica da fibrinolisina
/desoxirribonuclease promoveu um fechamento epitelial mais rdpido quando comparada
somente ao soro fisioldgico e sua utilizac@o isolada ou associada ao subgalato de bismu-
to ndo interferiu no reparo epitelial.

Palavras chaves:Fibrinolisina / desoxirribonuclease.Subgalato de bismuto. Mucosa palati-
na.Reparo. Ratos Wistar



Abstract

In donor areas of free gingival graft may lead an increase bleeding and the repair of inju-
ries occurs by second intention. Thus, it was evaluated histologically palatine mucosa in
the repairing of 75 Wistar rats divided into 3 groups of 25 animals each. Wounds were
made with punch with 3 mm in diameter in the central region of the third palatal fold. For
hemostasis, the control group received gauze compression with saline.Test group 1 re-
ceived gauze compression with saline and fibrinolysin/deoxyribonuclease and the test
group 2 received application of the bismuth subgallate and fibrinolysin/deoxyribonuclease.
Histological analysis tissue was given at 3,7,14,30 and 60 days. In all groups we observed
ulcerated epithelium at 3 days. At 7 days the epithelium showed good proliferation and
complete epithelial closure at 14 days. In the test group 1 the presence of coagulum was
less at 3 and 7 days (p <0.05). The control group showed increased presence of necrosis in
relation to the test groups 1 and 2 (p < 0.05). The linear measurement was lower in the test
group 1 when compared with the control group at 3 days (p = 0.04) and 7 days (p <0.01).
The vertical extent of the epithelium showed no statistical difference between the groups. It
is concluded that topical application of fibrinolysin/deoxyribonuclease promoted a faster
epithelial closure when compared to the saline only. The wuse of fibrinoly-
sin/deoxyribonuclease alone or in association with bismuth subgallate did not interfere on
the epithelial wound healing.

Key words: Fibrinolisina/deoxyribonuclease.Bismuth subgalate.Palatal mucosa. Re-
pair.Wistar rats.
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INTRODUCAO

Em cirurgias excisionais como nas areas doadoras da mucosa palatina, o reparo das
lesdes ocorre por segunda inten¢do devido a maior perda de células e tecidos, podendo
levar a um aumento no sangramento. Recentemente, o subgalato de bismuto foi relatado
como um importante auxiliar na reducdo do tempo de hemostasia na drea doadora do en-
xerto gengival livre. Constatou-se resultado clinicamente favoravel no controle do sangra-
mento operatério, diminui¢do acentuada no tempo de cirurgia, aumento da seguranca con-
tra hemorragias pés-operatérias e maior tranquilidade ao paciente e operador.! Além disso,
os estudos experimentais em animais revelaram que o mesmo ndo interferiu no processo de
reparacdo dos tecidos epitelial e conjuntivo.>”

Em um tecido lesado, o codgulo estabelece uma barreira fisica e bioldgica contra a
contaminacgdo e serve de matriz para a migracdo celular. No entanto, a degradacao rapida
da fibrina e exsudato fibrinoso seguidos pela substituicdo de tecido de granulagdo pode
acelerar o reparo tecidual. Para esta finalidade, tem-se utilizado em feridas cutaneas, uma
substancia enzimdtica debridante de origem bovina composta por fibrinolisi-
na/desoxirribonuclease.* ®Sua acio fibrinolitica é direcionada principalmente contra protei-
nas desnaturadas de tecidos desvitalizados. Os produtos resultantes da quebra enzimética
sdo compostos de moléculas grandes que ndo sdo facilmente absorvidos pelo corpo. Assim,
nao produzem reacoes indesejaveis locais ou gerais.A desoxirribonuclease hidrolisa especi-
ficamente os principais componentes do dcido desoxirribonucléico, principais constituintes
dos exsudatos. Por isso, a quebra em polinucleotideos mais simples ajuda na liquefagdo do
exsudato facilitando sua remog¢ao dos ferimentos. Desta maneira, a producao de uma super-
ficie lisa pela dissolucao do exsudato e dos tecidos necréticos pode estimular a cicatrizacdo
do tecido mole.”®

Embora haja relatos da eficacia da fibrinolisina/desoxirribonuclease no reparo teci-
dual de feridas cutineas, ndo se encontram estudos da utilizacdo desta substancia em mu-
cosa palatina, combinada ou ndo com o subgalato de bismuto. Com base nisso, este estudo
teve como objetivo avaliar por meio de andlise histolégica, o processo de reparo de feridas
padronizadas em palato de ratos, na presenca de fibrinolisina/desoxirribonuclease associa-

da ou ndo ao subgalato de bismuto.
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MATERIAIS E METODO

O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais da Pon-
tificia Universidade Catdlica do Parana, CEUA/PUCPR (656/2011).

Foram selecionados 75 ratos Wistar,machos, adultos jovens (300 a 350 g) oriundos
do biotério da Pontificia Universidade Catdlica do Parand. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos (controle, teste 1 e teste 2) de 25 animais cada e acomodados
de 5 em 5 em gaiolas. Para o experimento, os animais foram anestesiados utilizando-se 80
mg de Cetamina/kg + 8 mg de Xilazina/kg via intramuscular.”’Em seguida foi realizada
uma ferida por animal, de forma padronizada, na regido central da terceira prega palatina
com auxilio de um punch de 3mm de diametro( CE R-806-9-3). Todo o tecido mole foi
removido por uma espdtula 3S (Duflex, SSWhite, Artigos Dentérios Ltda, RJ, BR) deixan-

do o tecido 6sseo exposto (Figura 1).

Figura 1. Imagem representativa da sequéncia para ferida padronizada:(A) pregas palatinas, (B) punch posi-
cionado, (C) tecido dsseo exposto.

ApO6s a bidpsia, a hemostasia para o grupo controle foi obtida com auxilio de com-
pressdo com gaze estéril embebida em solucdo fisiolégica a 0,9% a temperatura ambiente.
Para o grupo teste 1, apds a obtencdo da hemostasia igualmente ao grupo controle, o creme
de fibrinolisina /desoxirribonuclease (Fibrinase, Cristdlia, SP,BR) foi aplicado sobre o
codgulo com auxilio de uma haste com algoddo. Para o grupo teste 2, a hemostasia foi ob-
tida com a aplicacdo de subgalato de bismuto (Dermatol, Farmanilquima, PR, BR) sobre a

ferida conforme metodologia descrita' em que a solucio fisioldgica 0,9% foi adicionada
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ao po de subgalato de bismuto até obter a consisténcia de “creme”. O creme foi aplicado
sobre a ferida com auxilio de espatula n°7(Duflex, SSWhite, Artigos Dentdrios Ltda, RJ,
BR) e comprimido levemente com uma gaze seca. Em seguida, removeu-se o excesso do
material por lavagem com solucio fisioldgica 0,9% e o creme de fibrinolisina/ desoxirri-
bonuclease foi aplicado sobre o codgulo com auxilio de uma haste com algodao. Nos dois
dias seguintes a cirurgia, a cada 24h, os animais dos grupos testes 1 e 2 foram contidos
manualmente e receberam aplicagdo do creme de fibrinolisina/ desoxirribonuclease sobre a

ferida, totalizando 3 aplicacdes (Figura 2).

Figura 2. Imagem representativa das aplica¢des de (A) fibrinolisina/desoxirribonuclease
e (B)creme de subgalato de bismuto.

Nos dias 3, 7, 14, 30 e 60 pds-operatdrios, 5 animais de cada grupo foram submeti-
dos a eutandsia pela overdose de injecdo intraperitoneal com Tiopental sédico.’Bicpsias da
maxila inteira foram realizadas, evitando a dilaceracio da area da ferida palatina. As amos-
tras coletadas foram mantidas em solucdo de formol tamponado a 10% durante 72 h. Em
seguida, lavadas em dgua corrente e imersas em solucdo descalcificadora de Paul Speight
(Universidade de Sheffield, Inglaterra) reduzida para 1 litro (820ml de 4gua destilada e
180ml de 4cido férmico a 85%). Ap6s a descalcificacdo, as pegas foram reduzidas de for-
ma a permitir a microtomia no sentido transversal no centro da ferida. Para cada peca, fo-
ram obtidos Scortes com 5 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina para ava-
liagcao histologica.

A captura das imagens foi realizada a partir de uma camera acoplada ao microsco-
pio de luz e ao computador em 40X e 400X de aumento através do programa Leica Las

V4.2(Leica Microsystems, Switzerland).As imagens obtidas foram analisadas pelo pro-
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grama Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics, EUA) com calibracdo prévia em milime-
tros.

A avaliacdo histoldgica incluiu a escala nominal dicotdmica com o critério de pre-
senga ou auséncia de varidveis usualmente presentes no reparo tecidual: codgulo, necrose,
edema, material estranho, reacdo a corpo estranho, inflamac¢do cronica,proliferacido vascu-

lar e proliferacdo celular fibrobldstica'® (Figuras 3).

Figura 3. Imagem representativa das varidveis histoldgicas (A): corpo estranho*, rea¢do a corpo estra-
nho+,inflamagao cronica ~,(B): codgulo,(C) edema —, proliferacio fibroblastica «,
proliferacdo vascular[],(D) necroseo e coaguloA(HE, 400X).

O centro da ferida foi utilizado como referéncia para esta andlise. O codgulo foi a-
valiado aos 3 e 7 dias, enquanto as demais varidveis foram até 60 dias. Toda a avaliagdo foi
executada por um unico avaliador experiente e previamente calibrado.

Para avaliacdo do reparo epitelial foram realizadas mensuracdes lineares das areas
ulceradas e verticais das dreas reparadas. A mensuragdo da proliferacdo epitelial centripeta
na drea da ulcera, correspondente a distincia entre as camadas basais lateralmente em pro-

liferacdo,foi definida como medida linear nos dias 3 e 7. Para a obten¢do padronizada da



15

mesma, tracou-se inicialmente 2 linhas verticais junto as camadas basais em proliferacdo

de cada lado e em seguida um tragado horizontal (Figura 4).

Figura 4. Imagem representativa da medida linear.Tragados verticais paralelos a camada basal em prolifera-
cdo.Tracado horizontal referente a medida linear em milimetros. HE, 40X.Programa Image ProPlus4.

']
LAy

Por sua vez, a medida vertical epitelial correspondeu a distancia da camada basal a
cornea para mensurar a espessura dos epitélios nos dias 14, 30 e 60. O centro do septo na-
sal foi definido como ponto de referéncia do centro da drea epitelial reparada. A partir des-
te ponto, mediu-se no sentido horizontal 1,5 mm bilateralmente, delimitando com tracados
verticais a extensdo de 3 mm correspondente a drea avaliada. As medi¢des verticais foram
da camada basal a cérnea. Ao total foram 15 pontos, sendo 1 central e mais 7 de cada lado.
A camada de ceratina foi excluida para evitar dreas com artefato e deslocamento da mesma

(Figura 5).
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Figura 5. Medida Vertical: vista geral representativa da regido avaliada nos periodos de 14, 30
e 60 dias, HE,40X. Programa Image Pro-Plus4.

A normalidade dos dados foi verificada com o teste de Kolmogorov-Smirnov e a
homogeneidade de variincias entre os grupos através do teste de Levene ao nivel de signi-
ficancia de 5%. Para a andlise dos dados da escala nominal dicotdmica, aplicou-se o teste
qui-quadrado de Pearson e teste de diferenca entre 2 propor¢des.Por sua vez, para os dados
histomorfométricos epiteliais foram utilizados teste de variancias,testes de comparagdes
multiplas de Tukey HSD para variancias homogéneas e Games-Howell para variincias

heterogéneas ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Nos periodos de 3 e 7 dias foi observado a presenca simultinea de epitélio dege-
nerado e em proliferacdo. Nestes periodos, o codgulo esteve presente em todos 0s grupos.
O grupo teste 1 apresentou o menor valor médio de presenca de codgulo com diferenca
estatistica significante em relacdo aos outros grupos (p < 0,05). A presenca da necrose foi
maior no grupo controle e com significancia estatistica em relagdo aos grupos testes
(p<0,05). A inflamagdo cronica também foi maior no grupo controle, porém, com signifi-
cancia apenas em relacdo ao grupo teste 2. Todos os grupos mostraram a presenca similar e

sem significincia estatistica das varidveis: edema, material estranho, reacdo do tipo corpo
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estranho e proliferacdo celular fibrobldstica. Em relacdo a proliferacdo vascular, os grupos

controle e teste 2 mostraram-se similares, enquanto que o grupo teste 1 apresentou o menor

percentual (p < 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios em porcentagem da presenca das varidveis com a escala nominal dicotomica se-
gundo grupos e aplicacdo do teste de diferenga entre 2 proporgdes.

Variaveis Periodo de Grupo

avalia¢ao

(dias) Controle ( %) Teste 1 (%) Teste 2 (%)

Coagulo 3,7 96,77 a 54,05 b 87,5 a
Necrose 3,7,14,30,60 50,7 a 32,9 b 28,1 b
Inflamacao cronica 3,7,14,30,60 91 a 81,6 ab 76,6 b
Edema 3,7,14,30,60 74,6 a 78,9 a 71,9 a
Corpo estranho 3,7,14,30,60 37,3 a 31,6 a 32,8 a
Reacdo do tipo corpo 3,7,14,30,60 4,5 a 10,5 a 3,1 a
estranho
Proliferacdo vascular 3,7,14,30,60 91 a 73,7 b 89,1 a
Proliferacao celular 3,7,14,30,60 76,1 a 75 a 81,3 a
fibroblastica

Letra diferente representa diferenca estatistica (p <0,05).

Nos periodos de 3 e 7 dias foi observado o fechamento epitelial incompleto das fe-
ridas em todos os grupos. Somente a partir de 14 dias pds-operatdrio, todas as feridas apre-
sentaram o fechamento completo. A reducdo da medida linear epitelial ocorrida entre os
dias 3 e 7 foram, 26,61 % para o grupo controle, 85,71 % para o grupo teste 1 e 57,67 %
para o grupo teste 2 (Tabela 2).

Tabela 2. Estatistica descritiva das medidas lineares das feridas nos periodos e grupos.

Intervalo de confianga
Grupo Periodo Meédia (mm) Desvio pa- Erro Padrdo
(dias) drdo Limite superior | Limite inferi-
or
3 2,03 0,38 0,17 1,55 2,5
Controle 7 1,49 0,33 0,15 1,08 1,9
3 0,7 0,64 0,29 -0,1 1,49
Teste 1 7 0,1 0,15 0,07 -0,08 0,29
3 1,63 0,3 0,13 1,26 2
Teste 2 7 0,69 0,49 0,22 0,08 1,3
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As comparagOes multiplas das medidas lineares aos 3 dias mostraram diferenca es-
tatisticamente significante entre os grupos controle e teste 1 (p = 0,04).Igualmente ao peri-
odo anterior, aos 7 dias, as diferencas continuaram estatisticamente significantes entre es-
tes dois grupos (p < 0,01). Por sua vez, o grupo teste 2 nao demonstrou nenhuma diferenca

estatisticamente significante com os demais grupos em nenhum dos periodos avaliados

(Tabela 3).

Tabela 3. Comparagdes multiplas das medidas lineares(ML) entre grupos e nos periodos de 3 e 7 dias.

Intervalo de confianga
Comparagio Diferenca ~
média | Propadrdo | Valorp Limite Limite
superior inferior
Teste 1 — 3 dias 1,3 0,3 0,04 0,0 2,6
Controle - 3 dias
Teste 2 — 3 dias 0,4 0,2 0,5 -0.4 1,2
Teste 1 — 7 dias 1.4 0,2 0,00 0,7 2,0
Controle — 7 dias
Teste 2 — 7 dias 0,8 0,3 0,13 -0,2 1,8
Controle — 3 dias -1,3 0,3 0,04 -2,6 -0,0
Teste 1 — 3 dias
Teste 2 — 3 dias -0,9 0,3 0,15 -2,2 0,3
Controle — 7 dias -1,4 0,2 0,00 -2,0 -0,7
Teste 1 - 7 dias
Teste 2 — 7 dias -0,6 0,2 0,27 -1,6 0,4
Controle — 3 dias -0,4 0,2 0,51 -1,2 0,4
Teste 2 — 3 dias
Teste 1 — 3 dias -0,9 0,3 0,15 -0,3 2,2
Controle — 7 dias -0,8 0,3 0,13 -1,8 0,2
Teste 2 — 7 dias
Teste 1 — 7 dias 0,6 0,2 0,27 -0,4 1,6

p <0,05 (Teste de Games-Howell).

Quanto a medida vertical do epitélio nos periodos de 14, 30 e 60 dias, as médias fo-
ram similares entre os grupos. Os valores médios observados nestes periodos foram: 0,13 +
0,02 mm para o grupo controle, 0,15 £ 0,04 mm para o grupo teste 1 e 0,15 + 0,04 mm

para o grupo teste 2 (Tabela 4).

Tabela 4. Estatistica descritiva das medidas verticais (MVE) do centro da ferida nos grupos.

Intervalo de con-
Desvio  Erro fianca de 95%
n Média padrio Padrio para média Minimo Mdéximo

Limite  Limite
inferior superior
MVE  Controle 15 0,13 0,02 000 0,11 0,14 0,09 0,18

Teste 1 15 0,15 0,04 0,01 0,13 0,17 0,05 0,22
Teste2 15 0,15 0,04 0,01 0,12 0,17 0,09 0,24
Total 45 0,04 0,03 000 0,13 0,15 0,05 0,24

Média em mm
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Os respectivos valores médios mostraram-se homogéneos e a andlise de variancia
ndo demonstrou diferenga estatistica quanto as medidas verticais do epitélio nos grupos e

periodos avaliados (Tabela 5).

Tabela 5. Andlise de variancia das medidas verticais do epitélio segundo grupos e periodos.

Varidvel Soma dos Gl Quadrado F Valorp  Poténcia
quadrados médio observada”
Grupo 0,007 2 0,003 24 0,1 0.4
Periodo 0,003 2 0,001 0,9 0,4 0,2

Gl - graus de liberdade, F- teste F de Snedecor, b - computado usando alfa = 0,05
Diferenca estatistica (p<0,05).

DISCUSSAO

Em um processo de reparo epitelial, a formacao de codgulo e deposi¢do de fibrina
ocorrem nas primeiras 24 horas e o pico de atividade de fagocitose das particulas antigéni-

10,11
cas e corpos estranhos em 24 a 48 horas.

Neste aspecto, uma opcao amplamente utili-
zada para a remocao de detritos celulares no leito de ferida, que pode auxiliar na reparacio
tecidual, € o debridamento enzimatico.” """ Os resultados do presente estudo, mostraram
que as propriedades debridantes da fibrinolisina/desoxirribonuclease podem ter contribuido
para o menor percentual de codgulo no grupo teste 1 pela acdo direta na ferida.O fato do
grupo teste 2 ndo apresentar diferenca significante com o grupo controle pode estar rela-
cionado a acdo hemostética onde o maior volume sanguineo pode ter dificultado a acdo
enzimdtica da fibrinolisina.

A necrose epitelial foi menos presente nos grupos testes em relacdo ao grupo con-
trole. No grupo teste 2 este fato pode ser explicado pela acdo adstringente do subgalato de
bismuto, promovendo precipitacdo de proteinas e formacdo de uma camada protetora sobre
as dreas desnudas.’ ‘Enquanto que, as propriedades debridantes da aplicaco tépica da fi-

brinolisina/desoxirribonuclease' ">

isoladamente ou sobre a camada de subgalato de bis-
muto podem ter diminuido a necrose.
A maior presenca da fase inflamatéria no grupo controle em relagido ao grupo teste

2 pode ter sido em virtude do fechamento epitelial centripeto mais lento, levando a extensa
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colonizagdo bacteriana e eventuais traumas no local.'™"*" Dessa forma, a exposicao Ossea
por mais tempo, também pode ter influenciado a reparagdo dos tecidos epitelial e conjunti-
vo uma vez que a interacdo entre eles é um pré-requisito para a cura.'”'® A acfo adstrin-
gente do subgalato, formando uma camada protetora sobre a ferida, parece ter sido funda-
mental para uma atividade inflamatéria menos pronunciada.Todos os grupos apresentaram
a presenca de inflamacdo cronica subjacente a area lesionada até os 60 dias. Uma evidéncia
de que o processo de reparo no tecido conjuntivo fibroso pode levar meses por estar na
dependéncia de um prolongado processo de maturacio e remodelacdo do coldgeno. '°

Por outro lado, de maneira favoravel, a proliferacdo vascular foi maior no grupo
controle em relacao aos grupos testes. Este dado, ainda, talvez possa ser explicado por uma
interferéncia nos eventos da cascata de coagulacdo que estimulam a migra¢do e a mitose
das células endoteliais. '*'*'® Dessa forma, a acdo debridante local para a reducdo do vo-
lume de codgulo pode ter refletido nos grupos testes, principalmente, no grupo teste 1 por
ter uma acao mais direta sobre os tecidos." Apesar desta hip6tese, aparentemente desfavo-
ravel, a reparagdo foi superior nos grupos testes, especialmente para o grupo teste 1.

A andlise do fechamento epitelial esteve condicionada a migragcdo centripeta da

10,11,13
camada basal. >

Estudo da avaliacdo de reparo no palato de ratos, sem auxilio de
quaisquer medicamentos, € com o mesmo diametro deste trabalho (3 mm) mostrou que a
epitelizacdo completa ocorreu a partir dos 14 dias.'’ Porém, outro estudo utilizando subs-
tancias debridantes, mostrou que o fechamento epitelial foi melhor nos periodos de 8 a 15
dias com a aplicacdo de fibrinolisina quando comparada apenas ao soro.’Neste trabalho, a
epitelizacdo completa do epitélio foi observada nas amostras de 14 dias pds-operatdrio.
Contudo, pode ter ocorrido nos intervalos ndo avaliados (do 8° ao 13° dia).

Nas medidas lineares nos periodos de 3 e 7 dias observou-se que o grupo testel a-
presentou uma velocidade de recobrimento epitelial mais rdpida e com significancia em
relagdo ao grupo controle, corroborando com estudo prévio em dorso de ratos."*Apesar do
grupo teste 2 ndo ter apresentado valores com diferencas significativa sem comparacio ao
grupo controle, as médias foram menores em relacdo ao mesmo. Este achado pode ter rele-
vancia ao se prevenir a coloniza¢io bacteriana com o SGB na drea ulcerada nos primeiros
dias pés-operatdrio, como também o impacto das agressoes fisicas na ferida'> Este resulta-
do no grupo teste 2, também confirmou melhor desempenho quando comparado ao estudo
de aplicacdo de subgalato de bismuto isolado sobre a ferida onde a resposta de fechamento

foi mais lenta em relacdo ao grupo controle (soro) . Desta forma, apesar de ndo ter sido
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objeto desse trabalho avaliar o subgalato isoladamente, parece que a acdo da fibrinolisina
associada ao subgalato pode ter propiciado resposta local mais favordvel ao fechamento
epitelial.

No entanto, independentemente da variagdo das medidas epiteliais lineares nos pe-
riodos e nos grupos, as medidas epiteliais verticais, relacionadas a espessura epitelial na
area operada, ndo diferiram entre si, apresentando valores similares e sem significancia
estatistica.

Quanto a proliferacao fibroblastica, a presenca se manteve constante entre 0s gru-
pos, sem diferencas estatisticas. Este dado confirma resultados de estudos prévios que rela-

. 13 | e 1o 4811413, 15 16
tam que o subgalato de bismuto "~ e fibrinolisina™"

ndo interferem na qualidade
final do reparo epitelial.

Os achados desta pesquisa sugerem que a aplicacdo de fibrinolisina/ desoxirribonu-
clease isolada ou combinada com o subgalato de bismuto pode ser de grande valia clinica
em procedimentos cirdrgicos periodontais excisionais. A acelera¢do no fechamento epiteli-
al poderd repercutir em menor desconforto pds-operatério. Contudo, apesar dos resultados

obtidos, sugere-se outras avaliacdes experimentais e clinicas para uma melhor compreen-

sdo da reparagdo tecidual com a aplicacao da fibrinolisina/desoxirribonuclease.

CONCLUSAO
A aplicagdo tépica da fibrinolisina/desoxirribonuclease promoveu um fechamento
epitelial mais rdpido quando comparada somente ao soro fisioldgico e sua utilizagao isola-

da ou associada ao subgalato de bismuto ndo interferiu no reparo tecidual.
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Abstract

In donor areas of free gingival graft may lead an increase bleeding and the repair of inju-
ries occurs by second intention. Thus, it was evaluated histologically palatine mucosa in
the repairing of 75 Wistar rats divided into 3 groups of 25 animals each. Wounds were
made with punch with 3 mm in diameter in the central region of the third palatal fold. For
hemostasis, the control group received gauze compression with saline.Test group 1 re-
ceived gauze compression with saline and fibrinolysin/deoxyribonuclease and the test
group 2 received application of the bismuth subgallate and fibrinolysin/deoxyribonuclease.
Histological analysis tissue was given at 3,7,14,30 and 60 days. In all groups we observed
ulcerated epithelium at 3 days. At 7 days the epithelium showed good proliferation and
complete epithelial closure at 14 days. In the test group 1 the presence of coagulum was
less at 3 and 7 days (p <0.05). The control group showed increased presence of necrosis in
relation to the test groups 1 and 2 (p < 0.05). The linear measurement was lower in the test
group 1 when compared with the control group at 3 days (p = 0.04) and 7 days (p <0.01).
The vertical extent of the epithelium showed no statistical difference between the groups. It
is concluded that topical application of fibrinolysin/deoxyribonuclease promoted a faster
epithelial closure when compared to the saline only. The wuse of fibrinoly-
sin/deoxyribonuclease alone or in association with bismuth subgallate did not interfere on

the epithelial wound healing.

Key words: Fibrinolisina/deoxyribonuclease.Bismuth subgalate.Palatal mucosa. Re-

pair.Wistar rats.
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Introduction

In excisional surgery as in the donor areas of the palatal mucosa, the repair of inju-
ries occur by secondary intention due to increased loss of cells and tissues and may lead to
an increased bleeding. Recently, bismuth subgallate was reported as an important aid in the
reduction of hemostasis time in the donor area of the free gingival graft.It was found a clin-
ically favorable result in control of operative bleeding, marked decrease in operative time,
increased security against postoperative bleeding and more tranquility to the patient and
surgeon.1 In addition, experimental studies in animals have shown that it does not interfere
in the repair process of epithelial and connective tissues.””

In an injured tissue, a blood clot establishing a physical and biological barrier
against contamination and serves as a matrix for cell migration. However, the rapid degra-
dation of the fibrin and fibrinous exudate followed by replacement of granulation tissue
can accelerate tissue repair. For this purpose, it has been used in wound healing an enzy-
matic debridement substance composed by bovine fibrinolysin /deoxyribonuclease.**Its
fibrinolytic action is mainly directed against denatured proteins of devitalized tissue. The
products resulting from the enzymatic breakdown are composed of large molecules which
are not easily absorbed by the body. Thus, do not produce local or general adverse reac-
tions. Thereby, the breakdown into simpler polynucleotides helps exudate liquefaction fa-
cilitating removal of injuries.In this way, the production of a smooth by dissolving the ex-
udate and necrotic tissue may stimulate the soft tissue healing.”®

Although there are reports of efficacy of fibrinolysin/deoxyribonuclease on tissue
repair of skin wounds, there are no studies of the use of this substance in palatine mucosa
or in combination with bismuth subgallate. Based on this, our study aimed to evaluate
through histological analysis, the repair process of the standardized wound palate in mice

in the presence of fibrinolysin/deoxyribonuclease with or without the bismuth subgalate.
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Materials and method

The project was approved by the Ethics Committee on the use of animals at the
Pontifical Catholic University of Parana, CEUA / PUCPR (565/2011).

75 male Wistar rats were selected. It was young adults (300 to 350g) coming from
the vivarium of the Pontifical Catholic University of Parana. The animals were randomly
divided into 3 groups (control, test 1 and test 2) of 25 animals each and accommodated in
cages with five rats in each one.For the experiment, the animals were anesthetized intra-
muscularly with Ketamina 80 mg / kg + 8 mg of xylazine / kg.” Then, standardized wounds
were made with a punch of 3 mm diameter (CE R-806-9-3)in the central region of the third
fold palate. It was held one wound per animal. All soft tissue was removed with a 3S spa-
tula(Duflex, SSWhite, ArtigosDentariosLtda, RJ, BR) exposing the bone tissue (Figure 1).

After the biopsy, hemostasis for the control group was obtained by sterile gauze
compression and saline 0.9% at room temperature.For the test group 1, after obtaining he-
mostasis also the control group, the fibrinolysin/deoxyribonuclease cream (Fibrinase,
Cristalia, Itapira, Brazil) was applied to the clot with the help of a cotton swab. For the test
group 2, haemostasis was achieved with the application of bismuth subgalate (Dermatol-
Farmanilquima, Brazil) on the wound according to the methodology describe',in which
0.9% saline was added to the subgalate powder to obtain the consistency of "tooth-
paste".The cream was applied to the wound with a spatula number 7(Duflex, SSWhite,
ArtigosDentariosLtda, RJ, BR) and lightly compressed with a dry gauze. then the excess
material was removed by washing with saline 9% and thefibrinoly-
sin/deoxyribonucleasecream was applied over the clot with the aid of a cotton swab. In the
next two days of the surgery, every 24 hours, the animals of test groups 1 and 2 were con-
tained mannualy and received application of fibrinolysin/deoxyribonuclease cream on the
wound, totaling three applications (Figure 2).

On postoperative days 3, 7, 14, 30 and 60, 5 animals from each group were eutha-
nized with an overdose of Thiopental by intraperitoneal injection.” Then the biopsies were
performed for all jaw, avoiding dilaceration of the palatal wound area. The samples co-
lected were maintained in buffered of10% formaldehyde solution for 72 hours and then
washed in water and immersed in a Paul Speight decalcifying solution(Universidade de
Sheffield, Inglaterra), reduced to 1 liter (820mL distilled water and 180 ml of 85% formic

acid). After decalcification, the specimens were reduced to permit microtomy in the trans-
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verse direction at the center of the wound. For each piece, there was obtained 5 sections of
5 micrometers and stained with hematoxylin and eosin for histologic evaluation.

The capture of images was performed from a camera attached to a light microscope
and computer in 40x and 400x magnification. The images was captured using the Leica
Las V4.2 program (Leica Microsystems, Switzerland) and analyzed by Image Pro Plus 4.0
(Media Cybernetics, USA) with previous calibration in millimeters.

Histological evaluation included the dichotomous nominal scale with criterion of
presence or absence of variables usually present in tissue repair: clot necrosis, edema, for-
eign body, foreign body reaction, chronic inflammation, vascular proliferation, and fibrob-
last cell proliferation'® (Figures 3).

The center of the wound was used as reference for this analysis. The clot was eva-
luated at 3 and 7 days, while the other variables were analyzed within 60 days. All assess-
ment was performed by a single experienced and previously calibrated evaluator.For eval-
uation of epithelial repair, linear and vertical measurements were held,respectively from
ulcerated and repaired areas. The measurement of the centripetal epithelial proliferation in
the area of the ulcer, corresponding to distance between the basal layers laterally proliferat-
ing,was defined as a linear measured on days 3 and 7. For the obtaining of these standard
measurement, was traced initially two vertical lines along the layers basal proliferation in
each side and then a horizontal route (Figure 4).

In turn, epithelial vertical measurement corresponded to the distance from the basal
layer to the cornea to measure the thickness of the epithelium on days 14, 30 and 60. The
center of the nasal septum was defined as a reference point of the center epithelial repaired
area. From this point, measured in the horizontal direction 1.5 mm bilaterally, with vertical
strokes delimiting the extent of 3 mm corresponding text area evaluated.The vertical mea-
surements were the basal layer of the cornea.In total were 15 points, 1 central and 7 more
on each side. The keratin layer was excluded to avoid areas with artifacts and movement
there of (Figure 5).

Data normality was verified with the Kolmogorov-Smirnov test and homogeneity
of variances between groups through Levene test at the 5% significance level. For the
analysis of the dichotomous nominal scale data it was applied the chi-square test and Pear-
son test of difference between 2 proportions. In turn, to the epithelial morphometric data
were used variances test, multiple comparison test Tukey HSD for homogeneous and

Games-Howell variances for heterogeneous variance at the 5% significance level.
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Results

During periods 3 and 7 days was observed simultaneous presence of degenerated
epithelial and proliferation. In these periods, the presence of clot was constant in all
groups. The test group 1 showed the lowest average value of coagulation with a statistical-
ly significant difference compared to other groups (p < 0.05). The presence of necrosis was
higher in the control group and statistical significance in relation to testing groups (p
<0.05). Chronic inflammation was higher in the control group but with significance only
for the test group 2.All the groups showed similar and not statistically significant presence
of edema variables, discreet presence of foreign material, foreign body reaction and fibrob-
last cell proliferation. Regarding the vascular proliferation, control and test groups two
were similar, while the test group 1 showed the lowest percentage (p < 0.05) (Table 1).

In periods of 3 and 7 days was observed incomplete epithelial close wounds in all
groups. Only after 14 days postoperatively, all wounds showed complete closure. The re-
duction of epithelial linear measurement took place between 3 and 7 were, 26.61% for the
control group, 85.71% for the test group 1 and 57.67% for the test group 2 (Table 2).

Multiple comparisons of linear measurements for three days showed statistically
significant difference between control and test groups 1 (p = 0.04).Similarly to the pre-
vious period, at 7 days, the differences remained statistically significant between the two
groups (p < 0,01). On the other hand, the test group 2 showed no statistically significant
difference with the other groups in all evaluated periods (Table 3).

As for the vertical epithelium measured in periods of 14, 30 and 60 days, the aver-
ages were similar between groups. The average values observed in these periods were 0.13
+ 0.02mm for the control group, 0.15 * 0.04mm for the test group 1 and 0.15 * 0.04mm for
the test group 2 (Table 4).

Mean values were homogeneous and analysis of variance showed no statistical dif-
ference in the vertical measurements of the epithelium in groups and periods evaluated

(Table 5).



30

Discussion

In an epithelial healing process, the fibrin clot formation and deposition occur with-
in the first 24 hours and the peak phagocytic activity of antigenic particles and foreign bo-

dies within 24 to 48 hours.'*!"!

In this aspect, a widely used option to remove cell debris in
the wound bed, which may aid in tissue repair is the enzymatic debridement.”” ''""* The
results of this study showed that debridantes properties fibrinolysin/deoxyribonuclease
may have contributed to the lower percentage of clot in the test group 1 by the direct action
on the wound. The fact that the test group 2 did not present significant difference to the
control group may be related to the hemostatic action where the increased blood volume
may have hindered the enzymatic action of fibrinolysin.

Epithelial necrosis was less present in the test group compared to the control group.
In the test group 2 this fact can be explained by the astringent action of bismuth subgalate,
promoting protein precipitation and formation of a protective layer on the wounds.” .While
the debridantes properties of the topical application of fibrinolysin/desoxirribonuclease'*"?
alone or on the bismuth subgallate layer can be decreased necrosis.

The greater presence of the inflammatory phase in the control group compared to
the test group 2 may have been due to the epithelial closing slower centripetal, leading to
extensive bacterial colonization and possible trauma on site.'™'*!* Thus, the exposed bone
longer, may also have influenced the repair of the epithelium and connective tissues as the
interaction between them is a prerequisite for cura.'”'® The astringent action of subgalate
forming a protective layer over the wound, it seems to have been key to a less pronounced
inflammatory activity. All groups showed the presence of underlying chronic inflammation
to the injured area up to 60 days. That is evidence that the repair process in fibrous connec-
tive tissue can take months to be the responsibility of a long process of maturation and re-
modeling of collagen.'®

Moreover, favorably, vascular proliferation was higher in the control group com-
pared to the test groups. This fact, although not elucidated, might be explained by an inter-
ference in the coagulation cascade of events that stimulate the migration and mitosis of
endothelial cells.!>!¢ 18 Thus, debridement local action to reduce clot volume may have
reflected in the test groups, mainly in the test group 1 to have a more direct effect on the

tissues."” Despite this case, apparently unfavorable repair tests was higher in groups, espe-

cially for the test group 1.



31

The analysis of the epithelial closure was conditioned at centripetal migration basal

10,11,13
layer. ™

repair evaluation study in palate of rats without the aid of any medications, and
the same diameter of the work (3mm) showed complete epithelialization took place from
14 dias."® However, another study using debridantes substances, showed that epithelial
closure was best for the periods 8-15 days with the application of fibrinolysin compared
only to soro."’In our work, complete epithelialization of the epitheliumlt was observed in
the samples 14 days post-operatively. However, may have occurred at intervals not eva-
luated (from the 8th to 13th day).

In the linear measurements in periods of 3 and 7 days it was observed that the testl
group showed an epithelial covering speed faster and significance compared to the control
group, confirming previous study in ratos.*Despite the test group 2 did not present values
with significant differences compared to the control group, the means were lower com-
pared to the same. This finding may have relevance to preventing bacterial colonization
with bismuth subgallate in ulcerated area in the earlier postoperative days, but also the im-
pact of physical agression on the wound."” This outcome in the test group 2 also confirmed
better performance when compared to the study application isolated bismuth subgallate
over the wound where the closing response was slower compared to the control group (sa-
line).” In this way, despite not having been the object of this study was to evaluate the sub-
galate alone, it seems that the action of associated fibrinolysin the subgalate may have pro-
vided local response more favorable to the epithelial closure.

However, regardless of the variation of the linear epithelial measures in periods and
groups, vertical epithelial measures, related to epithelial thickness in the operated area, not
different, with similar and not statistically significant values.

As for fibroblast proliferation, the presence remained constant between the groups,
with no statistical differences. This finding confirms results from previous studies report-
ing that the bismuth subgallate 1-3 and fibrinolysin*™®!!""* 1> 1® 4o not interfere with the
final quality of epithelial repair.

The findings of this research suggest that the application of fibrinolysin / deoxyri-
bonuclease alone or in combination with bismuth subgallate can be of great clinical value
in excisional periodontal surgical procedures. The acceleration in epithelial closure will
pass in less postoperative discomfort. However, despite these results, it is suggested that
other experimental and clinical evaluations for a better understanding of tissue repair in the

application of fibrinolysin/deoxyribonuclease.
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Topical application of fibrinolysin/deoxyribonuclease promoted faster epithelial
closure compared to only saline and its use alone or associated with bismuth subgalate did

not interfere with tissue repair.
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Table 1. Mean values as a percentage of the presence of variables with dichotomous nominal scale into caller

groups and application of difference test between 2 proportions.

Variables Evaluation Groups

period

(days) Control(%) Test 1 (%) Test 2 (%)
Clor 3,7 96,77 a 54,05 B 87,5 a
Necrosis 3,7,14,30,60 50,7 a 32,9 b 28,1 b
Chronic Inflammation 3,7,14,30,60 91 a 81,6 ab 76,6 b
Edema 3,7,14,30,60 74,6 a 78,9 A 71,9 a
Foreignbody 3,7,14,30,60 37,3 a 31,6 A 32,8 a
Foreign body reaction 3,7,14,30,60 4,5 a 10,5 A 3,1 a
Vascular proliferation 3,7,14,30,60 91 a 73,7 B 89,1 a
Fibroblastic cell prolife- 3,7,14,30,60 76,1 a 75 A 81,3 a
ration

Different letter is statistical difference (p <0.05).

Table 2. Descriptive Statistics of linear measurements of wounds in periods and groups

Confidence Interval
Group Period Mean(mm) Standard Standard
(days) Deviation Error Superior Limit Inferior Limit
3 2,03 0,38 0,17 1,55 2,5
Control 7 1,49 0,33 0,15 1,08 1,9
3 0,7 0,64 0,29 -0,1 1,49
Test 1 7 0,1 0,15 0,07 -0,08 0,29
3 1,63 0,3 0,13 1,26 2
Test 2 7 0,69 0,49 0,22 0,08 1,3
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Table 3. Multiple comparisons of linear measurements (ML) between groups and in the periods of 3 and 7

days to the Games-Howell test.

‘ . Standard Confidencelnterval
Comparison MeanDifference Error PValue
SuperiorLimit | SuperiorLimit

Test 1 — 3 days 1,3 0,3 0,04 0,0 2,6

Control - 3 days Test 2 — 3 days 0.4 0,2 0,5 -0,4 1,2
Test 1 — 7 days 1.4 0,2 0,00 0,7 2,0

Control — 7 days Test 2 — 7 days 0,8 0,3 0,13 -0,2 1,8
Control — 3 days -1,3 0,3 0,04 -2,6 -0,0

Test 1 — 3 days Test 2 — 3 days -0,9 0,3 0,15 -2,2 0,3
Control — 7 days -1,4 0,2 0,00 -2,0 -0,7

Test 1 - 7 days Test 2 — 7 days -0,6 0,2 0,27 -1,6 0,4
Control — 3 days -0,4 0,2 0,51 -1,2 0,4

Test 2 — 3 days Test 1 — 3 days -0,9 0,3 0,15 -0,3 2,2
Control — 7 days -0,8 0,3 0,13 -1,8 0,2

Test 2 — 7 days Test 1 — 7 days 0,6 0,2 0,27 -0,4 1,6

p <0.05 as statisticallysignificant.

Table 4. Descriptive statistics of the measurements of the vertical (VM) center of the wound in groups (mm).

Standard  Standard  Confidencelnterval

n Mean Deviation Error 95% to mean Minimum Maximum
Inferior  Superior
Limit Limit
VM  Control 15 0,13 0,02 0,00 0,11 0,14 0,09 0,18
Test1 15 0,15 0,04 0,01 0,13 0,17 0,05 0,22
Test2 15 0,15 0,04 0,01 0,12 0,17 0,09 0,24
Total 45 0,14 0,03 0,00 0,13 0,15 0,05 0,24

Table 5. Analysis of variance (ANOVA) of vertical measurements of the epithelium into caller groups and periods. Gal -

degrees of freedom, F - F Snedecor test, b - computed using alpha = 0.05

Variable Sum ofsqua- Gl Mean Squa- F P Value Power Ob-
res re served”
Group 0,007 2 0,003 2,4 0,1 0,4
Period 0,003 2 0,001 0,9 0,4 0,2

p <0.05 as statistically significant
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Figure 1. Representative image of the standardized wound in 3rd palatal folds of rats: (a) punch
positioned, (b) standardized wound, (c) exposed bone.

Figure 2. Representative image of the standardized wound in 3rd palatal folds of rats: (a) punch
positioned, (b) standardized wound, (c) exposed bone
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Figure 3.Representative image of the histological variables (A): clot, (B) foreign body*, foreign body reac-
tion+, chronic inflammation~,(C) edema —, fibroblast proliferation «, vascular proliferation[],
(D) necrosisO e clot[I(HE, 400X).

s

Figure 4.Representative image of the linear measurement. Tracings parallel vertical to the basal layer prolife-
rating. Strokerefers to linear horizontal in millimeters(HE, 40X). Programa Image ProPlus4.
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Figure 5.Measuring the vertical:representative overview of the assessed region in periods of 14, 30 and 60
days(HE, 40X). Image Pro-Plus 4.
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inicia-la antes de receber a autorizacéo formal para a sua realizacdo. O documento que autoriza o
inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser
mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer
tempo 5 i
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Lembramos ao pesquisador que é obrigatério encaminhar o relatério anual parcial e relatério
final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,

EANAAR

neida e Oliveira
Coordenadora Adjunta
Comité de Etica no Uso de Animais
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