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RESUMO

O propdsito deste estudo foi avaliar a resposta inflamatéria de feridas da mucosa
palatina de ratos em contato com o subgalato de bismuto e com soro fisiolégico,
através da contagem de mastdcitos. Foram selecionados 50 ratos da raca
Wistar, machos, adultos jovens, pesando em torno de 250 a 300 gramas e
realizadas feridas padronizadas com diametro de 3,0 mm na regido central do
palato duro. Os animais foram divididos em dois grupos com 25 animais cada,
separados de maneira aleatoria e denominados de grupo 1 tratado com soro
fisiologico e grupo 2 que recebeu o composto de subgalato de bismuto. As
amostras colhidas no periodo inicial do estudo foram avaliadas. Nos periodos de
3, 7,15, 30 e 60 dias foram mortos 5 animais de cada grupo e as amostras
teciduais foram removidos. De cada pecga foram obtidos seis cortes histologicos
no centro da ferida e coradas com azul de toluidina a 0.2% por 30 segundos para
avaliag&o histologica. Foi obtida a média do numero de mastocitos de cada
tempo do estudo dos 5 animais de cada grupo para a analise estatistica com
comparacgao entre os tempos e entre os grupos. Foi utilizado o teste estatistico
de comparag¢des multiplas paramétricas de Tukey HSD para analisar as
diferencgas entre os tempos em ambos os grupos. No periodo de 3 dias o grupo 1
apresentou média de 7.40 mastécitos enquanto o grupo 2 apresentou média de
9,40 que quando comparados com a média de mastocitos no periodo inicial do
estudo ambos os grupos apresentaram uma redugédo de mastoécitos. O unico
periodo que apresentou diferenga estatisticamente significante entre os grupos
foi o de 7 dias com numero meédio de mastécitos de 10.80 para o grupo 1 e de
15.40 para o grupo 2. No periodo de 15 dias o numero médio de mastdcitos foi
de 12.60 para o grupo 1 e de 13.20 para o grupo 2. No periodo de 30 dias ambos
0s grupos apresentaram numero médio de mastocitos de 16.40. Para o periodo
de 60 dias o grupo 1 apresentou numero meédio de mastécitos de 21.80 e o grupo
2 de 20.80. Com a avaliagao dos resultados do estudo os autores sugerem que o
efeito do subgalato de bismuto como agente hemostatico demonstrou alterar a
reacao inflamatdria inicial no periodo de 7 dias o que nao atrasou a cicatrizagao
das feridas quando comparado com a utilizagdo de soro fisiologico.

Palavras-chave: subgalato de bismuto, hemostatico topico oral, mastocitos.



ABSTRACT

This study aimed to assess the inflammatory response of wounds in the palatal
mucosa of rats exposed to bismuth subgallate and saline solution using mast cell
counts. Fifty young adult male Wistar rats weighing 250 to 300 grams were chosen,
and 3.0 mm diameter wounds were made in the central region of the hard palate.
The rats were randomly separated into two groups of 25 rats each. The group 1
were treated with saline solution and group 2 that received the bismuth subgallate
compound. Samples collected were collected in periods of 3, 7, 15, 30 and 60 days,
in each period, 5 animals from group 1 and 5 from group 2 were killed and tissue
samples were removed. Six histological sections were obtained from the middle of
the wound and stained with 0.2% toluidine blue for 30 seconds aiming the
histological evaluation. An average number of mast cells at each time of the study
were obtained for statistical analysis. Tukey HSD parametric multiple comparisons
statistical test was used to analyze the differences between distinct times in both
groups. Over the course of three days, group 1 had an average of 7.40 mast cells,
while group 2 had an average of 9.40, indicating that both groups had a reduction
in mast cells when compared to the initial period of the study. The only time when
there was a significant difference between groups was 7 days after euthanasia,
when group 1 had 10.80 mast cells and group 2 has 15.40. Over a 15-day period,
the average number of mast cells in group 1 was 12.60 and 13.20 in group 2. Over
the course of 30 days, both groups had an average of 16.40 mast cells. For the
next 60 days, group 1 had an average number of mast cells of 21.80 and group 2,
20.80. When compared to the use of saline, the effect of bismuth subgallate as a
hemostatic agent demonstrated to change the initial inflammatory reaction within 7
days and did not delay wound healing.

Key words: bismuth Subgalate, hemostatic oral topic, mast cells.
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1 INTRODUGAO

Como descrito na Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil (1959), o “galato
de bismuto” tem como sindnimos: subgalato de bismuto, dihidroxigalato de bismuto e
dermatol. Seu peso molecular é de 412.13 sendo sua férmula quimica C7H707Bi. A
preparagao do subgalato de bismuto ocorre a partir da dissolugdo do subnitrato de
bismuto em acido acético diluido e com a precipitacédo do produto em composto com
acido galico. Suas principais caracteristicas sao: forma de pd, coloragdo amarelo
citrino, amorfo, inodoro, quase insipido, inalteravel ao ar, insoluvel em agua, alcool e
éter, descolora na presenca de luz solar, dissolve-se em solu¢des de hidroxido de
alcalis e decompbe-se em acidos cloridrico, nitrico e sulfurico quente.

O subgalato de bismuto € um metal pesado utilizado para o tratamento de
desordens como angina de Vincent, gengivite ulcerativa necrosante aguda e sifilis,
assim como para redug¢ao do odor em procedimentos de colostomia e assepsia de
feridas abertas.Alguns estudos demonstraram que o subgalato de bismuto ativa o fator
XII (fator Hageman) da cascata de coagulagcédo acelerando a formagado do coagulo
(Thorisdottir H, Ratnoff O, Maniglia A., 1988). Outros autores demonstraram o efeito
do material em interromper o sangramento de vaso de menor calibre e capilares
(Callanan V et al., 1995; Fenton JE et al., 1995).

Existe uma grande preocupagdo com a hemostasia durante procedimentos
cirurgicos. Para evitar complicagbes poOs operatorias a ciéncia pesquisa muitos
agentes hemostaticos locais. Estes agentes auxiliam na coagulagéo e garantem maior
segurancga principalmente em procedimentos que resultam na exposi¢cao de tecido
conjuntivo. Com uma coagulagdo mais rapida, consequentemente obtém uma
reducdo do tempo operatério e menor incidéncia de complicagbes pos operatdrias
como hemorragia. (CALLANAN et al., 1995; FENTON, 1995; MANIGLIA, KUSHNER
& COZZI, 1989; STEIN et al., 1985; WIRTHLIN, 1980; WORMALD & SELLARS, 1994).

Em periodontia existem procedimentos que necessitam maior atengdo com
relagdo a hemostasia, principalmente em areas doadoras de enxerto gengivais livres
localizadas na sua maior parte na regido palatina. Com as incisbes para remogao do
enxerto de mucosa queratinizada, existe a ruptura de muitos vasos capilares e até
vasos de maior calibre. A ciéncia, através de diversos estudos com substancias e

materiais no que concerne ao seu mecanismo de agdo, efetividade hemostatica e
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efeitos bioldgicos sobre os tecidos, desenvolveu diversos agentes hemostaticos
locais.(KIM, GREIN & TRAMONTINA, 1997; SAROFF et al., 1982; VISTNESS et al.,
1974; WIRTHLIN, VERNINO & HANCOCK, 1980).

Algumas evidéncias clinicas demonstram que a formac&o do biofilme
microbiano pode ocntribuir em cronificar algumas feridas (Bjarnsholt et al. 2008; Davis
et al. 2008; James et al. 2008). As feridas cronicas com as em pés de diabéticos e
Ulceras venosas em pernas podem ser tornar dolorosas e trazer estresse aos
pacientes quando os nervos forem prejudicados.

Os sais de bismuto tem um efeito sinérgico com antibioticos destruindo
bacterias como um anti septico (HSU et al. 2008). Nos tratamentos de infecgbes
causadas por Helicobacter Pilory terapias com amoxicilina, tetraciclina, inibidores da
bomba de proton e os sais de bismuto foram efetivos como uma sugunda linha de
terapia (Chi et al. 2003).

Para obtencdo da hemostasia em procedimentos de amigdalectomia e
tonsilectomia, Nassif e Patrocinio (1978) foram os primeiros na utilizagdo de uma
pasta de subgalato de bismuto com o objetivo de controlar o sangramento. Foi
constatada pelos autores uma reducdo no tempo operatorio, redu¢édo no numero de
suturas e principalmente ndo foi relatada nenhuma complicagdo relacionada com
intolerancia ao material. Utilizando-se destes estudos relacionados com a
Otorrinolaringologia, Kim, Tramontina e Grein(1997) ao perceber a dificuldade de se
obter hemostasia na regido doadora em procedimentos de enxerto gengival livre,
realizaram estudo com o composto de subgalato de bismuto associado ao
tamponamento com gaze para acelerar a coagulagéao.

De acordo com o estudo realizado por Maniglia, Kushner e Cozzi(1989)
confirmaram a utilizagao do subgalato de bismuto associado a epinefrina como agente
hemostatico local e ndo apresentaram nenhum relato de complicagao pds operatoria
como hemorragia imediata (< 24 horas) ou tardia (> 24 horas). O subgalato de bismuto
mostrou-se um agente hemostatico local seguro para utilizagdo em procedimentos de
tonsilectomias e adenotonsilectomias. Porém, apesar de ter indicacdo comprovada
clinicamente,existem poucos estudos na literatura sobre os efeitos biolégicos do
material nos tecidos, referente ao processo de reparagéo.

Existem poucos relatos que se referem a toxicidade do subgalato de bismuto
quando ocorre a absorgao tecidual do material (REYNOLDS, 1989). Alguns autores
explicam o numero reduzido de adversidades pela estrutura quimica do composto. O
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subgalato de bismuto é insoluvel em agua, alcool e éter, ele € decomposto apenas
por &cido cloridrico, nitrico e sulfirico quentes (FARMACOPEIA DOS ESTADOS
UNIDOS DO BRASIL, 1959). Devido a caracteristica de insolubilidade, o material ndo
apresenta nenhuma contra indicagdo no seu uso em meio bucal. Um cuidado
fundamental para o uso do material € o de evitar a sua ingestdo ou aspiragao,
utilizando-o em forma de pasta densa, localizada e bem controlada.

Murray, et al. (2000) publicaram artigo reportando a deficiéncia respiratéria
apos aspiragao do subgalato de bismuto. A aspiracdo do subgalato de bismuto
provoca insuficiéncia respiratoria em animais, mas até entdo nao foi clinicamente
correlacionada em humanos. No artigo os autores reportam dois casos de deficiéncia
respiratoria apds procedimentos de adenoidectomia e tonsilectomia. Nenhuma das
complicagcdes necessitou de intubagcdo ou resultou em uma complicacao respiratéria
mais séria e ambos os pacientes apresentavam histérico de doencgas respiratorias. Os
autores sugerem que esse relato sirva para alertar os cirurgides quando utilizarem o
composto como agente hemostatico local principalmente em pacientes que
apresentam historico de doencas respiratorias.

De acordo com Klueh, et al (2010) um dos primeiros fatores e a mais intensa
resposta tecidual a implantacdo de qualquer objeto na pele é a ativagdo dos
mastécitos. Como produto desta ativagdo dos mastdcitos € liberada uma gama de
mediadores pro inflamatérios e citocinas que imediatamente iniciam o processo
inflamatorio nos tecidos. Caso a injuria € mantida (ex. Inflamacg&o crbnica) os
mastocitos podem sintetizar mais mediadores pro inflamatérios e citocinas que
recrutam e ativam uma grande variedade de leucdcitos incluindo macrofagos e
linfocitos, que contribuem para a degradagao tecidual e processo inflamatorio. Os
mastécitos podem também produzir fatores angiogénicos, como fator de crescimento
vascular endotelial, que tem vital importancia para a revascularizagdo do tecido
lesado. Os autores citam também a importancia das citocinas e dos fatores de
crescimento produzidos pelos mastocitos ativados que recrutam e ativam os
fibroblastos que produzem a fibrose tecidual.

Os mastocitos sdo moveis, derivados da medula 6ssea, encontrados no tecido
conjuntivo, mucosas e ao redor do sistema nervoso central (Purcell e Atterwill, 1995;
Silver et al.,1996). Os mastocitos liberam mediadores inflamatérios como citocinas,
aminas vaso ativadoras e enzimas sempre que ativados por estimulos que podem ser

imunoldgicos ou ndo. Os mastocitos sdo encontrados em todos os tecidos da cavidade
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bucal inclusive na polpa (Farnoush, 1984; Walsh et al. 1995). Os granulos secretores
dos mastdcitos sdo corados por azul de toluidina e quando analisados por microscopia
optica aparentam formato circular, contudo em uma analise imunohistoquimica ou por
microscopia eletrbnica de transmissao aparentam o formato de dendritos (Kaminer et
al.,1991; Walsh et al., 1991c). No entanto os mastécitos degranulados ndo sé&o
detectados por microscopia Optica, teste imunohistoquimico ou microscopia eletrénica
de transmissédo (Kaminer et al., 1991). Portanto com a analise quantitativa dos
mastécitos podemos avaliar a resposta inflamatoria dos tecidos frente ao subgalato
de bismuto.

A aplicagao deste composto para obtencdo da hemostasia na mucosa bucal,
principalmente em cirurgias que expdem o tecido conjuntivo, parece ser pertinente.
Por sua vez, avaliar a reagao inflamatéria dos tecidos na presenca do mesmo €
importante. A falta de trabalhos que relacionam o subgalato de bismuto com o
processo inflamatdrio nos levou a explorar o assunto. O objetivo do trabalho foi o de
avaliar a reacado inflamatodria através da analise histométrica quantitativa do numero
médio de mastocitos em amostras da mucosa bucal de ratos submetidos a aplicagéo
do subgalato de bismuto sobre as feridas, para obtengédo de dados que nos permitam
conclusdes seguras para posterior indicagdo deste produto sem riscos para os
pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

De acordo com o estudo de Ratnoff e Crum (1964), o subgalato de
bismuto tem semelhanga relacionada a sua estrutura quimica com o acido elagico. O
acido elagico assim como o subgalato de bismuto é derivado do acido galico. O
mecanismo de agédo do acido elagico como agente promotor da coagulagdo ocorre
através da formacdo de trombina pela ativacdo da via intrinseca da cascata de
coagulagdo. Os autores citaram que a atuagao principal do acido elagico € sobre o
fator XII da coagulagéo sanguinea, através da adsorgao deste fator do plasma por ter
seus grupos quimicos carregados negativamente. O acido elagico tem a capacidade
de acelerar a coagulagéo.

SegundoLowe (1974), certos pacientes desenvolveram lassidédo e perda
de energia com sensagdes peculiares nos dedos e unhas apos um longo tempo da
ingestao do pd de subgalato de bismuto. Também foi relatado pelo autor casos de
perda de memoria e da capacidade de concentragdo com a ingestao deste produto.
Foi ressaltado pelo autor que apds a supressao do uso os sinais e sintomas citados
acima desapareceram.

Conforme citado por Evans (1977), os agentes hemostaticos ndo devem
retardar o processo de reparagao e também nao devem aumentar o risco de infecgéo
da ferida. Foi citado pelo autor que cirurgias bucais podem ser realizadas de maneira
segura com a utilizacdo de medidas locais de hemostasia em pacientes com
deficiéncia de coagulagado como: falha na integridade dos vasos, da fung¢ao plaquetaria
e ou dos fatores de coagulagdo que com sua interagdo convertem fibrinogénio em
fibrina formando o coagulo. Existem restricbes e limitagbes a essa regra, como
pacientes com  coagulopatias  (hemofilia, induzidas  por medicacao
anticoagulante,tromboembolismo e idiopaticas). Nestes pacientes o profissional deve
procurar auxilio do médico antes da intervengéo cirurgica.

Na especialidade médica de otorrinolaringologia o subgalato de bismuto tem
sido amplamente utilizado como agente hemostatico. Nassif e Patrocinio (1978)
relataram complicagdes na hemostasia desenvolvendo quadros de hemorragia em
procedimentos de amigdalectomia e ou adenoidectomia tanto no trans como no pos-
operatorio. Em seu estudo os autores constataram uma redugao significante no tempo
operatério e redugao na quantidade de suturas necessarias para se obter hemostasia
no grupo teste que utilizou o agente hemostatico. Ndo foi relatada nenhuma reagao
adversa ou intolerancia no grupo de pacientes que utilizaram o sal de subgalato de
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bismuto. Como relatado por Bogliolo (1981), a histamina é produzida e armazenada
principalmente pelos mastécitos. E contida, juntamente com a heparina em granulos
metacromaticos. A liberagdo de histamina dos mastdcitos pela atuacdo do agente
inflamatorio realiza-se por mecanismos diversos, sendo dois os principais: agressao
direta @ membrana do mastécito, o que determina sua lise (agdo de enzimas
proteoliticas; de anticorpos e complemento sobre a membrana, etc.) e agao sobre os
receptores de membrana, cuja estimulagdo promove liberagédo de histamina, sem lise
da célula. E o que ocorre na reagéo do antigeno com o anticorpo citotrépico (IgE)
sobre a membrana do mastdcito, ou com a agao de peptidios basicos, anafilotoxina,
prostaglandinas e algumas substancias de alto peso molecular (dextran, etc.). A
histamina € responsavel pela vasodilatacdo e pelo aumento da permeabilidade
vascular iniciais. Sua intervengdo na reagao inflamataria inicial esta demonstrada com
segurancga, principalmente pelos fatos seguintes: é liberada das células em
consequéncia de irritagdes inflamatorias (quimicas, fisicas, bacterianas, etc.).
Thorisdothir, Ratnoff e Maniglia (1988) avaliaram o subgalato de bismuto que
era até entdo utilizado de maneira empirica, na forma de pasta, contendo epinefrina
como agente hemostatico durante adenotonsilectomias. Foram utilizadas amostras de
plasma de 24 pacientes, onde este foi colocado em contato com varias concentragdes
de subgalato de bismuto (desde 4 ug/ml até 1 mg por ml) e obtiveram uma redugéo
no tempo de formagédo do coagulo quanto maior a concentragdo do subgalato de
bismuto aplicado no plasma. Foi ressaltado pelos autores que o subgalato de bismuto
nao promoveu coagulagdo quando a amostra de plasma apresentava deficiéncia de
algum dos fatores de coagulagdo da via intrinseca de formagéo de trombina. A agéo
do subgalato de bismuto ocorre nos primeiros momentos da via intrinseca, pois a
ativacédo do fator XlIl depende da presencga de pares de grupos carboxila na posi¢céo
orto. De acordo com Reynolds (1989), o subgalato de bismuto ndo é usualmente
absorvido, apresenta pequena penetrabilidade e afeta apenas as camadas
superficiais das células. Este material tem efeito adstringente, pois precipita proteinas
quando aplicado sobre mucosas ou sobre a pele injuriada formando uma camada
protetora. Por este motivo, este produto tem sido empregado como po6 para ser
polvilhado em desordens da pele, hemorrdidas, tratamento da diarréia, disenteria e
colite ulcerativa. Os adstringentes s&o utilizados para proteger a pele e mucosas
diminuindo secrec¢des exudativas, bem como a hemorragia em ulceras bucais, hiper-

hidrose e hemorrdidas. O autor relatou em seu estudo alguns efeitos adversos como



18

disturbios gastrointestinais, reacbes na pele e descoloragdo de membranas e
mucosas, podendo aparecer uma linha azulada na gengiva. Também foram relatados
danos aos rins e figado, presengca de encefalopatia reversivel, ndo sendo
necessariamente associada ao uso prolongado dos sais de bismuto. Em alguns casos
também foram relatadas alteracdes dsseas e articulares.

Com a publicagdo de um trabalho realizado por Maniglia, Kushner e Cozzi
(1989) ressaltou-se o uso do subgalato de bismuto como agente hemostatico. Foram
avaliados 1428 pacientes submetidos a procedimentos de tonsilectomia e ou
adenoidectomia. Como agente hemostatico local foi utilizado o subgalato de bismuto.
Os pacientes foram avaliados por 4 a 5 horas apds o procedimento cirurgico e
somente receberam alta médica se ndo apresentavam nenhuma complicagao pés
operatoria. Ndo houve nenhum caso de mortalidade, apenas 2 casos de hemorragia
imediata ocorreram nas primeiras 24 horas (0,14%) e 2 casos de hemorragia
posteriores apds as primeiras 24 horas (0,14%), totalizando 0,28% do total dos
pacientes. No ano seguinte foi publicado o estudo de Gorbach (1990), no qual o
autor ressaltou a importancia do subgalato de bismuto por possuir atividade
antimicrobiana comprovada cientificamente. A partir de estudos realizados em bidpsia
endoscopica realizadas em pacientes tratados com sais de bismuto, demonstraram
alteracbes na estrutura bacteriana com presenca de vacuolizagdo de seus
componentes e deposicdo de material eletro denso observados na superficie externa
e logo abaixo da parede celular dos microorganismos. Os autores sugeriram em sua
publicagdo que os compostos com subgalato de bismuto tém acdo direta sobre as
bactérias e apresentam habilidade em interferir sobre a aderéncia do microrganismo
ao epitélio. Em estudo publicado por Walsh et al. (1990) demonstraram que a
sintese croénica de fator de necrose tumoral o (TNF) liberado pelos mastocitos mantem
a migragao dos leucocitos e promove a cronicidade da lesédo inflamatoria. O TNF
exerce modestos efeitos quimiotaticos sobre os neutrdfilos, contudo tem como
principal atividade na adesividade das moléculas. A migracdo dos neutréfilos e
linfocitos-T dentro dos tecidos inflamados pode ser orientada pelos TNF secretados
pelos mastacitos. No estudo de Lambert (1991) o autor avaliou varios sais inorganicos
de bismuto e relatou a propriedade que estes tém em combater a bactéria Heliobacter
pylori. Esta bactéria esta diretamente relacionada com a formacdo de ulceras
gastricas e intestinais. O autor concluiu que os sais de bismuto tém agao eficaz no

tratamento de pacientes com ulcera gastrica e duodenal.
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Em um estudo controlado e randomizado Wormalde Sellars (1994) avaliaram o
uso de um composto de subgalato de bismuto como agente hemostatico em
procedimentos de adenotonsilectomia. No total 202 tonsilectomias foram separadas
em dois grupos randomicamente. Em 90 pacientes foi usado subgalato de bismuto
enquanto os outros 112 pacientes foram usados como controle. A média do tempo
operatorio reduziu de 11,5 para 9,9 minutos com o uso do subgalato. Esta reducgao foi
estatisticamente significante (p<0,05). N&o foram relatadas complicagcdes pos
operatorias em ambos os grupos. Os autores concluiram que o uso do subgalato de
bismuto em procedimentos de tonsilectomia ou adenotonsilectomia sozinho reduziu
significativamente o tempo operatorio e resultou em menor hemorragia intra-
operatdria.

Callanan, et al. (1995) realizaram um estudo com o objetivo de demonstrar o
efeito da pasta de subgalato de bismuto com adrenalina aplicada nos procedimentos
de tonsilectomia. Foram avaliados 98 pacientes em um estudo prospectivo com
triagem randomizada. O sal de subgalato de bismuto foi misturado com 10 ml de
solucao salina e 0,03ml de 1:1000 de adrenalina para confeccionar uma pasta. Esta
pasta foi utilizada como agente hemostatico tépico nos procedimentos de
tonsilectomia. O subgalato de bismuto atua ativando o fator Xl acelerando a cascata
de coagulagdo. A adrenalina promove vaso constricdo facilitando a agregacéo
plaquetaria. A aplicagdo da pasta de subgalato de bismuto com adrenalina reduziu o
tempo operatério em 23% (p<0,05) na equipe com maior treinamento e reduziu em
32% (p<0,05) o tempo operatorio para equipe com menor treinamento. A hemorragia
foi reduzida em 21% (p>0,05) comparada com a meédia das tonsilectomias pediatricas.

Com estudo publicado no mesmo ano, Fenton, Blayney e O’dwyer (1995)
relataram que existe um grande esforgo para identificar substancias e de desenvolver
técnicas para auxiliar o cirurgido na hemostasia em procedimentos cirurgicos. O uso
de subgalato de bismuto como agente hemostatico foi testado em um estudo com 100
pacientes pediatricos aonde em 50 pacientes foi realizada a tonsilectomia com o
subgalato como agente hemostatico e nos outros 50 pacientes nao foi usado nenhum
agente hemostatico ficando como grupo controle. O grupo teste teve 7,8 minutos de
meédia no tempo de hemostasia enquanto o grupo controle apresentou uma média de
9,9 minutos representando uma diferenga estatisticamente significante. Os autores

concluiram que a pasta de subgalato de bismuto com adrenalina reduz
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significativamente o tempo operatério diminuindo o tempo de hemostasia, mas n&o
reduzem a morbidade pos-operatoria.

Com o intuito de observar os efeitos do subgalato de bismuto como agente
hemostatico em cirurgias periodontais, Kim, Tramontina e Grein (1997) apresentaram
um relato clinico. De acordo com os autores a hemostasia em procedimentos
cirurgicos periodontais de enxertos de tecido conjuntivo ou gengival livre demanda
muito tempo operatério. Estes procedimentos foram avaliados com a utilizagao do sal
de subgalato de bismuto para hemostasia local. Como resultado do estudo, os casos
tratados com o subgalato de bismuto demonstraram redug&o no tempo de cirurgia
com aumento na seguranga contra hemorragia.

Conley eEllison (1999) descreveram a incidéncia de hemorragia primaria pés
tonsilectomia. No grupo teste foram avaliadas 705 criangas sem anormalidades de
hemostasia no qual foi utilizado o sal de subgalato de bismuto como agente
hemostatico e no grupo controle foram avaliadas 581 criangas submetidas ao
procedimento padrdo com tamponamento com gaze embebida com soro fisiolégico
estéril. Nenhum episodio de hemorragia primaria (nas primeiras 24 horas) ocorreu e a
incidéncia de hemorragia tardia (apos as primeiras 24 horas) foi de 1.1% no grupo
teste. A média de hemorragia primaria foi significantemente inferior (p=0.007) no grupo
teste que no controle (0% versus 1.0%), assim como no numero total de hemorragia
(1.1% versus 4.1%) e de hemorragias tardias (1.1% versus 3.1%). Os autores
concluiram que o uso do subgalato de bismuto como agente hemostatico reduz

significativamente a incidéncia de hemorragias em procedimentos de tonsilectomia.

No intuito de comprovar a eficacia hemostaticado subgalato de bismuto em
procedimentos de tonsilectomia, Sorensen, Henrichsen, Bonding (1999) realizaram
um estudo em 204 pacientes divididos em dois grupos. No grupo teste foi utilizada a
pasta de subgalato de bismuto com adrenalina e no grupo controle apenas
compressdo com gaze e soro fisiologico. Foram relatados o tempo operatorio, o tempo
para se obter hemostasia e hemorragia pré e pds operatéria,ndo foi encontrada
diferenga estatisticamente significante entre os dois grupos. Foi concluido pelos
autores que a evidéncia para o uso do subgalato de bismuto como agente hemostatico
local é fraca. De acordo com os autores o efeito relatado em artigos prévios
relacionado com o efeito hemostatico do subgalato de bismuto deve estar relacionado

com a adrenalina associada ao sal.
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Murray, et al. (2000) publicaram artigo relacionado a deficiéncia respiratoria
apos aspiragcdo do subgalato de bismuto. De acordo com pesquisas anteriores o
subgalato de bismuto atua como agente hemostatico ativando o fator Xl da cascata
da coagulagdo. Este sal €& utilizado em procedimentos de tonsilectomia e
adenotonsilectomia.A aspiracdo do subgalato de bismuto provoca insuficiéncia
respiratoria em animais, mas ate entdo n&o foi clinicamente correlacionada em
humanos. No artigo os autores reportam dois casos de deficiéncia respiratéria apds
procedimentos de adenotonsilectomia. Nenhuma das complicagdes necessitou de
intubacdo. Os autores sugerem que esse relato de casos de deficiéncia respiratoria
apos inalacdo do subgalato de bismuto sirva para alertar os cirurgides quando o
utilizarem como agente hemostatico em procedimentos de adenotonsilectomias.

Hatton (2000) avaliou a pasta de subgalato de bismuto com epinefrina como
agente hemostatico local em procedimentos de adenotonsilectomias. Foi realizada a
pesquisa no banco de dados do medline de Janeiro de 1966 até Outubro de 1999 e
também foram pesquisados os dados publicados de Janeiro de 1977 até Outubro de
1999. Os termos utilizados para pesquisa foram: subgalato de bismuto,
adenoidectomia, tonsilectomia, e adenotonsilectomia. Os autores relataram que
procedimentos de adenotonsilectomias sdo procedimentos comuns, embora existam
algumas complicagdes como hemorragia o subgalato de bismuto tem sido utilizado
como agente adstringente e hemostatico. Os autores concluiram que existe pouca
evidénciacientifica que comprove o uso do subgalato de bismuto com epinefrina como
agente hemostatico. A literatura sugere que a epinefrina deve ser o ingrediente ativo
relacionado a hemostasia. A pasta € de baixo custo, oferece pouco risco e reduz o
sangramento pés operatorio. Contudo, a pasta se porta como um agente hemostatico
local razoavel.

Tramontina, et al. (2002) avaliaram o efeito do subgalato de bismuto na
reparacao de feridas no dorso de ratos Wistar. Foram avaliados 40 ratos e duas feridas
foram realizadas e padronizadas com a utilizacdo de um bisturi circular para biopsia
de 3.5 mm. De um lado foi utilizado tamponamento com gaze embebida com soro
fisiologico e do outro o subgalato de bismuto. As feridas foram avaliadas
histologicamente nos periodos de 1, 4, 7, 11 e 18 dias. A evolug&o qualitativa do tecido
de granulacao foi avaliada histologicamente e imagens digitalizadas foram medidas
histométricamente. A avaliagéo histologica ndo apresentou diferenga estatisticamente

significante, enquanto que na histometria houve diferenga. Em seu estudo o autor
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concluiu que o subgalato de bismuto € biocompativel aos tecidos de reparagao e n&o
interferiu significativamente com o desenvolvimento do processo de reparagéo.

De acordo com o relato de Boyce (2003), os mastocitos sao ceélulas
inflamatorias presentes no tecido conjuntivo com origem na medula éssea que
respondem as injurias ao organismo liberando mediadores quimicos fundamentais
para o processo inflamatorio. A distribuicdo espacial dos mastdcitos indica que estas
células se localizam preferencialmente ao redor de vasos e nervos. Os mastocitos
reconhecem diretamente os produtos das infecgdes bacterianas através de uma
variedade de receptores de superficie, liberam proteases, citocinas, recrutam
neutrofilos e com isso facilitam a reparacao tecidual. Mastécitos ativados sintetizam e
secretam uma série de citocinas pré-inflamatoérias, quimioatrativas e moduladoras do
sistema imunologico durante o periodo inicial do processo inflamatoério. A liberagéo
destes mediadores quimicos resulta no extravasamento do exsudato, edema tecidual,
bronco constricao, recrutamento de leucdcitos e inflamagao das mucosas.

Walsh (2003) descreveu em seu artigo o comportamento dos mastocitos em
inflamagbes bucais. Estas células contem citocinas pré inflamatorias em seus
granulos que ao ser liberadas promovem a infiltragdo dos leucdcitos durante o
processo inflamatoério. Os principais mediadores inflamatérios secretados pelos
mastocitos sao: serina protease triptase, quimase, catepsina G, histamina, heparina,
serotonina, hidrolase acida, citocinas ativadoras do fator de necrose tumoral-a e a
interleucina-16.Cada mastdcito possui de 80 a 300 gréanulos em media. Quando
ativados os mastoécitos podem degranular de maneira explosiva ou podem degranular
de maneira fasciculada. Na mucosa bucal de humanos o tipo predominante de
mastécitos armazenam usualmente histamina e fator de necrose tumoral-o. como
mediadores quimicos. A triptase € uma proteinase encontrada nos mastdcitos e
basdfilos com fungéo principal de reparagéo epitelial, recrutamento de granulécitos e
degradacgédo do tecido conjuntivo ativando a pro colagenase. O fator de necrose
tumoral derivado dos mastdcitos tem como papel principal a estimulacdo da secregao
dos linfécitos T de gelatinase MMP-9 que degrada o colageno tipo IV que facilita a
migragao dos leucdcitos na regido inflamada. O fator de necrose tumoral-o também
atua induzindo a expressao da selectina-E que atua na rapida adesao dos neutrofilos,
linfocitos-T, mondcitos e outros leucocitos nas células endoteliais. A histamina

liberada pelos mastocitos tem um papel importante nas mudangas ocorridas na
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permeabilidade vascular por alteragdes estruturais no endotélio microvascular como
a contracdo endotelial e a formacdo de espacos intercelulares. Nas inflamacdes
bucais, a degranulagdo dos mastocitos pode ser evidenciada pela secregao dos
granulos com cortes histolégicos corados por azul de toluidinaou analise imuno
histoquimica. Ao avaliar que os mastécitos tem importante papel no processo
inflamatorio o autor sugere que terapias envolvendo o controle da fungdo dos
mastécitos podem ter valor no tratamento de desordens inflamatorias crénicas na
cavidade bucal.

Ao avaliar que as maiorias das lesdes de pele cicatrizam entre 1 a 2 semanas
Mai, et al (2003) avaliaram um medicamento que propde facilitar a cicatrizagdo assim
como controlar a sua qualidade referente a funcao e estética do tecido novo. O nome
comercial do medicamento € Subolgin e tem como componentes principais subgalato
de bismuto e borneol. Embora o Borneol tenha propriedades antibidticas e o subgalato
de bismuto seja amplamente utilizado na clinica, nenhum tinha sido utilizado
especificamente para cicatrizagcdo de feridas. O experimento teve como objetivo
avaliar o efeito do subgalato de bismuto e do borneol na cicatrizag&o de feridas. Este
estudo também comparou o subolgin com o flamazine que é o medicamento mais
popular para tratamento de feridas de pele em hospitais. Foram criadas feridas de
espessura total padronizadas no dorso de ratos adultos machos Sprangue-Dawley.
Os animais foram divididos de maneira randémica em 7 grupos: grupo com subgalato
de bismuto e vaselina (BSV), grupo com vaselina e borneol (BOV), grupo com borneol
e vaselina mais subgalato de bismuto (BS + BOV), grupo com vaselina (V), Flamazine
(F), controle sem tratamento e grupo normal sem injuria e sem tratamento. O grupo
normal continha 3 ratos enquanto os outros grupos continham de 6 a 7 ratos cada. Os
medicamentos foram reaplicados a cada 2 dias até a completa cicatrizagdo. O grupo
que recebeu a combinagdo de borneol com subgalato de bismuto obteve o melhor
efeito na cicatrizagao pela redugao da area da lesao, e aumento da formacgao de tecido
de granulacéo, re-epitelizagéo e reconstituicdo das propriedades do tecido. Os autores
concluiram que o subgalato de bismuto associado ao borneol tem um efeito de
sinergismo na cicatrizag&do das de feridas de pele.

Ao observar que o subgalato de bismuto € amplamente usado na clinica para
tratamento de sifilis, adenotonsilectomias, angina de Vincent's, gengivite necrosante
aguda, entre outras, Lin, Shen e Wu (2004 ) avaliaram o efeito do subgalato de bismuto
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sobre o acido nitrico e a produgdo de prostaglandina E2 que sdo importantes
mediadores do processo inflamatorio. O subgalato de bismuto aumenta a produgao
de TGF beta 1 que em termos pode promover a degradagao do RNA mensageiro de
acido nitrico inibindo a sua producgao. Adicionalmente o subgalato de bismuto inibe a
expressado do RNA mensageiro de prostaglandina e a atividade da COX 2. O subgalato
de bismuto causa supressdo da produgdo de oxido nitrico e prostaglandina E2 de
maneira dose dependente. Os autores concluiram que a inibicdo da prostaglandina
E2 pelo subgalato de bismuto exerce efeito indireto referente a inibicdo da oxido
nitrico.

Avaliando cirurgias de adenotonsilectomia, Garcia e Pérez (2006) citaram a
hemorragia como a mais comum das complicagcbes pds operatorias nestes
procedimentos. Os autores citaram que o subgalato de bismuto ajuda no diagndéstico
preciso da regido com sangramento durante o procedimento operatério. De acordo
com os autores o subgalato tem acdo hemostatica, pois ativa o fator Xll da
coagulagéo.

Weller et al. (2006) relataram que a ativagdo dos mastdcitos e a liberagédo de
histamina tem papel fundamental para uma cicatrizagdo normal das feridas cutaneas.
Foi realizado estudo experimental de feridas induzidas nas peles de ratos com
deficiéncia de mastocitos, em ratos normais e em ratos deficientes de mastocitos
reconstituidos com células derivadas da medula 6ssea. O fechamento da ferida em
ratos com auséncia de mastécitos foi debilitada durante os seis primeiros dias da
andlise da cicatrizacdo da ferida. A avaliagcdo histomorfométrica revelou uma
degranulagao dos mastécitos maior quanto mais perto estiverem da ferida. Além disso
0s animais sem mastécitos demonstraram um recrutamento de neutrofilos reduzido
para a regido da ferida. Contudo o fechamento da ferida e o recrutamento dos
neutrofilos para regido da ferida aparentou normalidade nos animais sem mastocitos
reconstituidos. Também foi avaliado o papel dos mastdcitos na cicatrizagdo das
feridas pela liberacdo de histamina ou o fator de necrose tumoral-a.. O fechamento
das feridas foi reduzido em ratos tratados com um antagonista dos receptores de
histamina ou na auséncia de fator de necrose tumoral-a..

Em estudo realizado por Serena et al.(2007), relataram que o modelo de
bidpsias humana de ante-brago pode avaliar o efeito de novos agentes em feridas
agudas. Subgalato de bismuto/borneol (Suile) € um novo produto regulamentado pelo

FDA para tratamento de feridas de espessura parcial. Artigos recentes reportaram a
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efetividade do Suile para tratamento de feridas de espessura total pelas suas
propriedades antimicrobianase hemostaticas. Em um estudo randomizado avaliado
por um investigador cego, 20 individuos saudaveis se submeteram a duas biopsias de
espessura total com 6 mm de didametro, realizadas no antebrago. No grupo teste foi
aplicado o Suile e no controle Bacitracin. As feridas foram examinadas, mensuradas
por planimetria digital e fotografadas diariamente até a cicatrizagdo. Reagbes
adversas e o nivel de dor foram monitorados. O tempo para o completo fechamento
da ferida foi determinado. Comparagdes quantitativas e qualitativas diretas da
cicatrizagao das feridas foram realizadas. O grupo teste apresentou uma cicatrizagéo
bem mais rapida que o grupo controle avaliando todos os individuos. Em avaliagbes
comparativas no mesmo individuo as bidpsias tratadas com Suile cicatrizaram mais
rapido (p=0,03). Neste estudo foram achadas evidéncias fortes que o Suile resultou
em cicatrizagdes mais rapidas que o Bacitracin neste modelo de estudo.

Em estudo realizado por Wilgus (2008) foi descrita a influéncia das células
imunoldgicas na cicatrizagdo de feridas na pele. Com relagdo aos mastocitos o autor
citou a capacidade de liberar mediadores inflamatérios dentro da ferida. Contudo estas
células sdo melhor conhecidas no seu papel nas reagdes alérgicas mas o autor citou
estudos que sugerem que os mastocitos regulam a infiltragdo dos neutréfilos na ferida.

Em recente estudo publicado Puia et al. (2009) avaliaram de maneira
quantitativa e qualitativa a cicatrizagcao de alvéolos frescos de ratos com a presenca
do subgalato de bismuto como agente hemostatico. Foram extraidos os primeiros
molares mandibulares bilateralmente de 40 ratos. Os animais foram separados
randomicamente, de um lado o subgalato de bismuto foi posicionado imediatamente
apos a extragdo enquanto que do outro lado foi mantido apenas o coagulo. Os animais
foram mortos imediatamente, 7, 14 e 30 dias apos a cirurgia. As mandibulas foram
radiografadas e processadas para avaliagéo histologica.

Atualmente Farahani et al. (2010) publicaram artigo avaliando diferentes niveis
de fibrose com a contagem do numero médio de mastécitos e também
correlacionaram a contagem de mastécitos com o nivel da inflamag&do. Em um estudo
trans seccional foram avaliadas 40 amostras de fibroma irritativo, hiperplasia
inflamatoria fibrosa, granuloma periférico de ceélulas gigantes e fibroma periférico
ossificante comparados com cinco amostras de tecido gengival normal. Foi contado o
numero meédio de mastocitos em 5 campos que de cada corte corado por azul de

toluidina. Foi avaliado o nivel de inflamacdo em cada caso e foi realizada analise
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estatistica. Os autores encontraram um aumento no numero médio de mastdcitos das
amostras realizadas com tecidos inflamados quando comparadas as amostras dos
tecidos normais. Uma significante correlagdo foi encontrada entre os niveis de
inflamagéo e o numero médio de mastocitos. Os achados deste estudo sugerem que
os mastocitos tem um papel importante na sintese de colageno e consequentemente
na variagao das caracteristicas microscopicas das lesdes dos tecidos moles bucais.

Em estudos recentes Chung JW et al. (2011) evidenciaram a terapia quadruple
a base de Bismuto indicada para tratamento de gastrite crénica, ulcera peptica e
linfomas em mucosa gastrica todos relacionados a Helicobacter Pylori como uma
segunda linha eficaz de terapia. Com o aumento da resisténcia bacteriana frente as
antibioticos é de suma importancia uma segunda linha de terapia.
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3 PROPOSIGAO

O propésito deste estudo foi avaliar a resposta inflamatoéria de feridas da mucosa
palatina de ratos, em contato com o subgalato de bismuto e com soro fisiolégico
utilizados como agentes hemostaticos locais, por meio da contagem de mastocitos.

4- MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado ao receber parecer favoravel pelo Comité de
Etica no uso de animais da PontificiaUniversidade Catélica do Parana sob o registro
do parecer no CEUA/PUCPR n° 347 na data 16 de Junho de 2008.Foram
selecionados 50 ratos da raga Wistar, machos, adultos jovens, pesando em torno de
250 a 300 gramas, obtidos de criadores indicados pelo TECPAR e adquiridos atraves
da PUCPR. Os animais foram operados no Laboratério de Técnica Operatéria,
localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da PUCPR .

Os animais foram anestesiados com Tiopental sédico (Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil), via intramuscular, com a dosagem de25 MG/kg de peso, apds jejum alimentar
prévio de 12 horas e hidrico por 6 horas, os animais foram conduzidos a sala de
experimentacdo, dentro do Laboratério de Técnica Operatoria, localizado no Centro
de Ciéncias Biologicas e da Saude (CCBS) da PUC-Pr.

ApoOs a anestesia, realizou-se assepsia bucal com solugdo de clorexidine a
0,2% (Periogard ®- Colgate) por meio de imbricagdo com gaze estéril.A seguir foi
realizada ferida padronizada na regido central do palato duro dos ratos, sendo uma
ferida apenas por palato, seguindo a diregao da rafe palatina na regido da segunda
prega (figura 1). Para localizar o centro da ferida foi utilizado um compasso de ponta
seca para mensurar o comprimento total da segunda prega palatina (figura 2). Com a
medida (figura 3) foi possivel localizar o centro da prega palatina dividindo o
comprimento total pela metade e demarcando o centro para orientar a localizagao da
ferida inicial (figura 4).Todas as feridas iniciais foram feitas com um bisturi de I&amina
circular “punch” (Miltex Co, Lake Success, N.Y., USA) padronizado, de trés milimetros
de diametro (figura 5). Apds o uso do bisturi circular foi utilizada uma pinga e uma
ldamina de bisturi numero 11 (Miltex Co, Lake Success, N.Y., USA)para remog¢ao do
tecido incisado. Todo o material obtido pela bidpsia tecidual inicial foi utilizado como o
tempo 0.



Figura 1 -Visualizagao da segunda prega palatina (seta)

Figura 2—Medi¢cdo como compasso de ponta seca
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Figura 3—Medicdo do comprimento da prega palatina

Figura 4- Demarcacgao do centro da prega palatina
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Figura 5- Bisturi circular para criagéo da ferida inicial

Os animais foram divididos em dois grupos, 1 e 2, cada um contendo 25 ratos.
No grupo 1foiaplicadaa solugao fisiolégica a 0,9% a temperatura ambiente onde a
hemostasia foi obtida com auxilio de compressao com gaze estéril. No grupo
2foiaplicado o composto de subgalato de bismuto com o auxilio de compressao com
gaze estéril.O composto de subgalato de bismuto foi preparado diluindo-se 14 g de p6
de subgalato de bismuto (O Formulario, Curitiba, Brasil) em 15 ml de solugéo
fisiologica para obtengdo de uma consisténcia de “creme dental”, como descrito por
Cozzi et al. (1992).
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Figura 6 — Composto de Subgalato de Bismuto

Nos periodos de 3, 7, 15, 30 e 60 dias foram coletados os espécimes teciduais
com um bisturi circular “punch” (Miltex Co, Lake Success, N.Y., USA) de cinco
milimetros de diametro, também naregido central do palato duro dos ratos, sendo uma
ferida apenas por palato, seguindo a dire¢cao da ferida inicial na regido da segunda
pregapalatina. Durante o periodo de observagéao, todos os animais foram medicados,
no pos-operatorio imediato com 0,05mg/kg de Cloridrato de Buprenorfina (Temgesic®,
Schering Plough, Bruxelas, Bélgica), via intra muscular, a cada 12 horas,por dois dias

como analgeésico.
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Figura 7 - Tamponamento com gaze e soro fisiolégico

Figura 8—Aplicacdo do Subgalato de Bismuto

Uma vez concluido o procedimento cirdrgico, os animais foram

colocadosisoladamente em suas gaiolas para a recuperagdo anestésica.
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Permaneceramdurante todo o periodo do experimento no Biotério da PUC/PR, com
um minimo de manipulagao.

A cada data de coleta do material, para a remogao dos espécimes teciduais, os
animais foram mortos com injecao intraperitoneal de pentobarbital (Nembutal®,
Ovation Pharmaceutical Inc., lllinois, USA) na dose de 100 MG/kg de peso, sendo

cinco animais do grupo 1 e cinco animais do grupo 2 em cada periodo.

Figura 9 -Demarcacao da area de remogao dos espécimes teciduais
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Figura 10 - Visualizagao do espécime tecidual com a ferida inicial no centro

Os espécimes teciduais coletados foram mantidos em solugdo de formol
tamponado a 10% durante 72 horas e, entao, lavados com agua corrente por 24 horas.
Em seguida, os espécimes teciduaisreceberamo processamento laboratorial de tal

forma a permitir a microtomia no sentido transversal.

De cada pecgaforam obtidos seis cortes histolégicos com espessura de cinco
micrometros. As pegas foram coradas com azul de toluidina a 0.2% por 30 segundos
para avaliagao histologica.

Na avaliacado histométrica os cortesforam analisadosem relacdo a quantidade
de mastocitos presentes em uma determinada area da ferida e assim avaliar

comparativamente ogrupo 1 e o grupo 2 nos periodos determinados.

Para a analise histométrica, as imagens dos cortes histolégicos foram
capturadas por meio de uma camera de video (Sony CCD - IRIS, Japan) que
estavaacoplada a um microscépio optico (Olimpus BX 50, Japan). As imagens
digitalizadas dos cortes foram levadas a um microcomputador com processador Intel
Core 2 Duo e analisadas pelo programa Image-pro Plus 6.3 (Media Cybernetics Inc.,
USA) que avaliou quantitativamente os mastdécitos.
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Inicialmente foi capturada a imagem com aumento de 40 x para uma visao
panoramica da ferida. A partir desta visualizagao foi determinada a regiao central da
ferida(figura 10).

Figura 11Fotomicrografia do corte do grupo 2 no periodo de 3 dias com aumento de 40 X.
Area central da ferida

Apods a delimitagéo do centro da ferida com o aumento de 40 x, a imagem foi
capturada com um aumento de 100 x para delimitar o campo, focalizando o maior
numero de mastdcitos.Esta imagem foi analisada no software Image Pro Plus 6.3 e
foram delimitados 4 campos de 400u? (figura 11).Contou-se o numero de mastécitos
de cada campo e a partir destes dados realizou-se uma média de mastdcitos de cada
espécime tecidual. Com a média dosseisespécimes teciduaisobteve-se uma média de
cada animal. Juntando os dados dos 5 animais de cada grupo em um determinado
periodo obteve-se o numero médio de mastdcitos de cada periodo para comparar com

0s outros periodos e entre 0s grupos.
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Figura 12—Fotomicrografia da imagem processada pelo software do corte do grupo 2 no periodo de 3
dias com aumento de 100 x evidenciando mastdcitos (setas)

Inicialmente, visando comparar se existia diferenga no numero médio de
mastécitos segundo grupo, tempo e a interagdo grupo x tempo, testou-se a
normalidade dos dados para cada um dos 10 tratamentos (2 grupos x 5 tempos) e a
homogeneidade de variancia entre os mesmos utilizando o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov (apéndice) e o teste de homogeneidade de variancias de
Levene. O nivel de significancia adotado foi de 5%, uma vez que houve normalidade
dentro dos grupos e homogeneidade de variancias entre os grupos utilizou-se ANOVA
a dois critérios modelo fatorial completo. Quando ANOVA indicou existir diferenga
estatisticamente significante entre pelo menos 2 tratamentos, utilizou-se o teste de
comparagdes multiplas paramétricas de Tukey HSD, visando identificar quais
tratamentos diferiam entre si. Em seguida, visando comparar no total dos 2 grupos e
para cada um dos grupos isoladamente se existia diferenga estatisticamente
significante no numero de mastdcitos no momento inicial em relagéo aos tempos 1, 2,
3, 4 e 5, uma vez que os dados apresentaram distribuigdo normal, utilizou-se o teste

T de Student para amostras emparelhadas.
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5 RESULTADOS

Para a analise histométrica, avaliou-se a area delimitada pelo software Image-
pro Plus 6.3 (Media Cybernetics Inc.) nos periodos de 0 hora, 3 dias, 7 dias, 15 dias,
30 dias e 60 dias.

Os valores numéricos dos parametros histométricos avaliados com as analises
de comparagdes multiplas dos grupos 1 e 2 e de tempos avaliados s&o apresentados

a seguir por meio de tabelas.
Divisdo dos grupos 1 e 2 e periodos de avaliagdo s&o os seguintes:
a) Grupo 1 (G1) — aplicagao de solugéo fisioldgica;
b) Grupo 2 (G2)- aplicagédo de subgalato de bismuto;
c) Tempo 0 (TO) — periodo de observagdo no momento inicial,
d) Tempo 1 (T1) — periodo de observagao de 3 dias;
e) Tempo 2 (T2) — periodo de observagao de 7 dias;

g) Tempo 4 (T4

) —
) —

f) Tempo 3 (T3) — periodo de observacao de 15 dias;
) — periodo de observagao de 30 dias;
) —

h) Tempo 5 (T5

periodo de observacao de 60 dias.

Tabela 1 — Estatisticas descritivas do numero de mastécitos segundo grupo

Grupo n Média Desvio Padrao Erro Padrao
G1 25 13,80 5,24 1,05
G2 25 15,04 4,39 0,88

Fonte: dados da pesquisa, 2009

Os dados da Tabela 1 demonstram a média do nimero de mastdcitos do total
das 25 amostras de ambos os grupos.
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Grafico 1 — Numero médio de mastdcitos segundo grupo

Fonte: dados da pesquisa, 2009.

No grupo 1 a média de mastdcitos foi de 13.80 enquanto que no grupo 2 foi
de 15.04.

Tabela 2 — Estatisticas descritivas do numero de mastécitos segundo grupo x tempo

Grupo x Tempo n Média Mediana Desvio Padrao Erro Padrao
G1T1 5 7,40 7,00 1,14 0,51
G1T2 5 10,80 10,00 1,64 0,73
G1T3 5 12,60 12,00 0,89 0,40
G1T4 5 16,40 17,00 1,82 0,81
G1T5 5 21,80 21,00 1,92 0,86
G2T1 5 9,40 10,00 1,52 0,68
G2T2 5 15,40 14,00 3,44 1,54
G2T3 5 13,20 13,00 1,48 0,66
G2T4 5 16,40 16,00 3,21 1,44
G2T5 5 20,80 21,00 1.10 0,49

Fonte: dados da pesquisa, 2009.
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A Tabela 2 apresenta o numero médio de mastécitos de cada grupo nos 5

diferentes tempos do experimento.

Tabela 3 — Teste de variancia ANOVA a dois critérios, modelo fatorial completo

Fonte de Variacao Valor p
Grupo 0,0334
Tempo 0,0000
Grupo * Tempo 0,0307

Fonte: dados da pesquisa, 2009.

A Tabela 3 revelou que existiu diferenga estatisticamente significante no

numero médio de mastécitos entre pelo menos dois tratamentos.

Tabela 4 — Teste de Tukey HSD segundo grupo versus tempo

Grupo 1 Grupo 2
G1T1 G2T1
G1T2 G2T2*
G1T3 G2T3
G1T4 G2T4
G1T5 G2T5

Fonte: dados da pesquisa, 2009.

* diferenca estatisticamente significante

Os dados da tabela 4 demonstram de maneira resumida a comparagao com o
teste de Tukey segundo grupo versus tempo. A tabela completa se encontra no
Apéndice. Nos achados do estuo notamos a diferenga estatisticamente significante no
tempo 2 do estudo quando comparados o numero medio de mastdcitos entre o G1
10,80 e G2 15,40.
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Grafico 2 — Numero médio de mastdcitos segundo grupo x tempo

Fonte: dados da pesquisa, 2009
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Grafico 2 representa o numero médio de mastocitos nos diferentes tempos do

estudo para os dois grupos comparativamente.

Tabela 5 — Estatisticas descritivas do numero médio de mastécitos em To de Ti segundo grupo

Variavel Grupo n Média Desvio Padréo
Mastécitos em TO de T1 G1 5 16,00 1,58
G2 5 18,40 2,07
Mastécitos em TO de T2 G1 5 15,60 1,82
G2 5 19,40 1,52
Mastocitos em TO de T3 G1 5 17,60 2,41
G2 5 18,40 2,07
Mastécitos em TO de T4 G1 5 17,60 1,95
G2 5 18,80 1,30
Mastécitos em TO de TS G1 5 18,00 2,45
G2 5 18,80 1,30

Fonte: dados da pesquisa, 2009
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Os dados da Tabela 5 demonstraram as médias das amostras removidas no
tempo 0 do estudo.

Tabela 6 — Teste de Levene para equalidade de variancias

Valor p
Mastoécitos em TO de T1 0,0736
Mastécitos em TO de T2 0,0071
Mastécitos em TO de T3 0,5889
Mastécitos em TO de T4 0,2856
Mastécitos em TO de TS 0,5372

Fonte: dados da pesquisa, 2009

O numero médio de mastocitos em TO de T2 apresentou diferenca

estatisticamente significante entre os grupos.

Tabela 7 — Estatisticas descritivas do numero médio de mastécitos em TO de Ti e Ti para o grupo 1

Variavel n Média Mediana Desvio Padrao
Mastdcitos em TO de T1 5 16,00 16,00 1,58
Mastocitos em T1 5 7,40 7,00 1,14
Mastdcitos em TO de T2 5 15,60 15,00 1,82
Mastdcitos em T2 5 10,80 10,00 1,64
Mastocitos em TO de T3 5 17,60 17,00 2,41
Mastdocitos em T3 5 12,60 12,00 0,89
Mastdcitos em TO de T4 5 17,60 17,00 1,95
Mastdcitos em T4 5 16,40 17,00 1,82
Mastdcitos em TO de T5 5 18,00 19,00 2,45
Mastocitos em T5 5 21,80 21,00 1,92

Fonte: dados da pesquisa, 2009



Tabela 8- Teste t de Student para amostras emparelhadas para o grupo 1

Amostras Emparelhadas Valor p
Par 1 Mastocitos em TO de T1 - Mastocitos em T1 0,00007
Par 2 Mastocitos em TO de T2 - Mastocitos em T2 0,02615
Par 3 Mastocitos em TO de T3 - Mastocitos em T3 0,00621
Par 4 Mastocitos em TO de T4 - Mastocitos em T4 0,35846
Par 5 Mastocitos em TO de TS - Mastdcitos em TS 0,02697

Fonte: dados da pesquisa, 2009.
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O teste demonstrou que existe diferenca estatisticamente significante para os

pares 1,2, 3 e 5.

Tabela 9- Estatisticas descritivas do numero médio de mastécitos em TO de Ti e Ti para o grupo2

Variavel n Média Mediana Desvio Padrao
Mastdcitos em TO de T1 5 18,40 18,00 2,07
Mastocitos em T1 5 9,40 10,00 1,52
Mastocitos em TO de T2 5 19,40 20,00 1,52
Mastdcitos em T2 5 15,40 14,00 3,44
Mastocitos em TO de T3 5 18,40 19,00 2,07
Mastdocitos em T3 5 13,20 13,00 1,48
Mastdcitos em TO de T4 5 18,80 19,00 1,30
Mastdcitos em T4 5 16,40 16,00 3,21
Mastdcitos em TO de T5 5 18,80 19,00 1,30
Mastocitos em T5 5 20,80 21,00 1,10

Fonte: dados da pesquisa, 2009.

A Tabela 9 comparou as bidpsias realizadas no tempo 0 com relagao aos

outros tempos com relagéo aos dados do grupo 2.



Tabela 10 — Teste t de Student para amostras emparelhadas do grupo 2

Amostras Emparelhadas Valor p
Par 1 Mastdcitos em TO de T1 - Mastécitos em T1 0,000844
Par 2 Mastdcitos em TO de T2 - Mastécitos em T2 0,138781
Par 3 Mastdcitos em TO de T3 - Mastécitosem T3 0,003778
Par 4 Mastdcitos em TO de T4 - Mastécitos em T4 0,266499
Par 5 Mastdcitos em TO de T5 - Mastécitos em T5 0,061199

Fonte: dados da pesquisa, 2009

O resultado da analise estatistica demonstrou que existe diferenca
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estatisticamente significante quando se considera o Grupo 2 para os pares 1, 3 e 5.
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Grafico 3 — Numero médio de mastocitos segundo tempo 0 com tempo 1 e grupos

Fonte: dados da pesquisa, 2009
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Para o grupo 1 o numero médio de mastécitos para as 5 biopsias no TO foi de
16.00 enquanto que no tempo 1 as 5 bidpsias realizadas no mesmo animal
apresentaram numero médio de mastocitos de 7.40. No grupo 2, a média no TO foi
de 18.40 e no tempo 1 foi de 9.40.

20,00 — Grupo
—G1
G2

18,00 —

16,00

14,00 H

Estimated Marginal Means

12,00 —

10,00
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Grafico 4 - NUmero médio de mastocitos segundo tempo 0 e tempo 2 e grupos

Fonte: dados da pesquisa, 2009

No grupo 1 o valor da média do numero de mastocitos foi de 15.60 em TO e
reduziu para 10.80 em T2. Ja no grupo 2 o numero médio de mastocitos foi de 19.40

e reduziu para 15.40.
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No grupo 1 o valor em TO foi de 17.60 e reduziu para 12. 60 em T3. No outro

grupo o valor em TO foi de 18.40 e reduziu para 13.20.
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Ambos os grupos apresentaram o mesmo numero médio de mastocitos em T4

que foi de 16,40 enquanto que os valores em TO foram de 17,60 no grupo 1 e 18.80

no grupo 2.
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Comparando o TO com o tempo 5 em ambos os grupos foram notados que o

numero médio de mastdcitos sobe de 18,00 em TO para 21,80 no grupo 1. Para o
grupo 2 o valor em TO para este grupo foi de 18,80 e subiu para 20,80 em T5.

Tabela 11- Teste de Tukey HSD segundo grupo x tempo

Desvio

Grupo x Tempo Diferenca média padrao Valor p

G1T1 G1T2 -3,4 1,258570618 0,20767
G1T3 -5,2 1,258570618 0,00614
G1T4 -9 1,258570618 0,00000
G1T5 -14 .4 1,258570618 0,00000
G2 T1 -2 1,258570618 0,84547
G2T2 -8 1,258570618 0,00001
G2T3 -5,8 1,258570618 0,00151
G2T4 -9 1,258570618 0,00000
G2T5 -13,4 1,258570618 0,00000

G1T2 G1T1 3,4 1,258570618 0,20767
G1T3 -1,8 1,258570618 0,91014
G1T4 -5,6 1,258570618 0,00243
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0,00000
0,98050
0,02285
0,66454
0,00243
0,00000
0,00614
0,91014
0,10767
0,00000
0,27798
0,45762
0,99997
0,10767
0,00000
0,00000
0,00243
0,10767
0,00388
0,00008
0,99829
0,27798
1,00000
0,03451
0,00000
0,00000
0,00000
0,00388
0,00000
0,00035
0,00000
0,00388
0,99829
0,84547
0,98050
0,27798
0,00008
0,00000
0,00093
0,10767
0,00008
0,00000
0,00001
0,02285
0,45762
0,99829
0,00035
0,00093
0,76190
0,99829
0,00388
0,00151
0,66454
0,99997
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G1T4
G175
G2T1
G2T2
G2T3
G2T5
G2T5 G1T
G172
G1T3
G1T4
G175
G2T1
G2T2
G2T3
G2 T4

-3,2
-8,6
3,8

-2,2
-3,2
-7,6

5,6
3,8

5,4

3,2
-4,4
13,4
10
8,2
4,4

11,4
54
7.6
4,4

1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
1,258570618
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0,27798
0,00000
0,10767
0,76190
0,27798
0,00002
0,00000
0,00243
0,10767
1,00000
0,00388
0,00008
0,99829
0,27798
0,03451
0,00000
0,00000
0,00000
0,03451
0,99829
0,00000
0,00388
0,00002
0,03451

Fonte: dados da pesquisa, 2009



50

6 DISCUSSAO

Para contribuir com a avaliagdo da reparagao tecidual em casos submetidos ao
uso do subgalato de bismuto, este estudo avaliou através de cortes histolégicos, o
comportamento da populagdo de mastocitos durante o tratamento de feridas na
mucosa palatina de ratos Wistar. A falta de trabalhos que avaliaram o subgalato de
bismuto relacionadoao processo de reparagao, nos levoua avaliar histométricamente
a resposta inflamatoria,para indicagdo com seguranga deste produto.

Para avaliar em animais de maneira similar a indicagéao proposta por Kim (1997)
da utilizagc&do do subgalato de bismuto para hemostasia de areas doadoras da mucosa
palatina o estudo foi conduzido de maneira amplamente descrita na literatura com
remocgao de bidpsias da mucosa palatina dos ratos para analise quantitativa dos
mastécitos como no estudo de Lara (2007). De acordo com o estudo de Wilgus (2008)
imediatamente apds a injuria dos tecidos, as plaquetas entram na area da ferida para
agregar e liberar mediadores quimicos que iniciam a cascata de coagulagao, assim
como fatores de crescimento e citocinas envolvidos no recrutamento das células
inflamatorias e imunes. Os mastocitos residentes na regido da ferida degranulam apés
a injuria e liberam mediadores quimicos do processo imunologico, desta forma foi
proposto neste trabalho avaliar o numero de mastécitos em cada fase do processo de
reparagao tecidual.Como citado por Walsh (2003) os mastdcitos liberam mediadores
inflamatorios armazenados em seus granulos apds estimulos que podem ser
imunolégicos ou ndo. Os granulos secretores dos mastocitos apresentam
propriedades metacromaticas corados por azul de toluidina apresentando
caracteristicas circulares quando analisados por microscopia optica. Como a ferida foi
realizada no tempo 0 do estudo, houve uma grande liberagcdo dos mediadores
quimicos dos mastécitos frente ao estimulo fisico reduzindo a evidenciagéo histolégica
dos mesmos quando corados com Azul de Toluidina corroborando com os achados
desse estudo que demonstraram uma grande redugdo do numero meédio de
mastdcitos nos tempo iniciais.

Como sugerido no estudo de Weller (2006) realizado em ratos geneticamente
modificados sem mastocitos comparados a ratos normais, foi verificado que no grupo
dos ratos modificados houve uma cicatrizagdo significantemente mais lenta e um
numero reduzido da proliferacdo de queratinécitos.

Analisando os dados apresentados por ambos os grupos nos diferentes tempos

do experimento, notamos que o numero médio de mastocitos no tempo 0 comparados
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com o numero medio de mastécitos no tempo 1 reduziu para ambos os grupos (grafico
3). Embora os mastécitos sejam mais citados na literatura pelo papel que representam
nas reacgoes alérgicas, ao degranularem eles liberam uma variedade de mediadores
pré armazenados em seus granulos apds uma injuria de acordo com o estudo de
Puxxedu (2003). No mesmo ano outro estudo corrobora os resultados do estudo
referente a redugdo do numero médio de mastocitos frente a uma injuria BOYCE
(2003). No caso do experimento ocorreu um trauma fisico pela incisao realizada com
o bisturi circular e consequentemente um trauma decorrente dos produtos liberados
pelas bactérias presentes no meio bucal que ao se romper a barreira do epitélio,
atuaram diretamente sobre o tecido conjuntivo exposto. Por causa destes traumas
certamente houve uma ativagdo dos mastocitos presentes no tecido conjuntivo
circundante para liberacdo dos mediadores quimicos, isto explica em parte a redugao
no numero médio de mastoécitos quando comparado o TO com o T1 para ambos os
grupos. Ao compararmos 0 nhumero medio de mastocitos entre os grupos em T1 n&o
foi notada diferenga estatisticamente significante, o que se explica pela degranulagao
dos mastécitos para liberacdo dos mediadores quimicos primarios da inflamagao
responsaveis pelo desencadeamento da primeira resposta vascular exsudativa e
indica que o material testado no G2 nao interferiu na degranulagdo dos mastécitos
quando comparado com o G1 (controle).Ao compararmos o numero medio de
mastdécitos entre os grupos no tempo 1 n&o foi notada diferenca estatisticamente
significante, pois em ambos os grupos ocorre uma redugdo do numero médio de
mastdcitos pela sua degranulagao para liberagdo dos mediadores quimicos primarios
da inflamagao responsaveis pelo desencadeamento da primeira resposta vascular
exsudativa Bogliolo (1981).

Quando foi avaliado o tempo 2 para ambos 0s grupos, observou-se que houve
um aumento no numero médio de mastocitos quando comparados com o T1 (tabela
11).Ao compararmos o tempo 2 entreG1 e G2 notamos que houve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos com numero médio de mastocitos maior
em G2. Como documentado em estudo prévio de Tramontina (2002), que relatou uma
maior resposta inflamatoéria no periodo inicial (primeiro ao quarto dia) caracterizado
pelo aumento do numero de macrofagos polimorfonucleares, sugeriu-se que foi devido
a presenca fisica do SB na ferida. Estes dados n&o corroboraram com nossos achados
aonde o G2 apresentou meédia maior de mastocitos quando comparado a G1
demonstrando que o SB presente nos animais tratados do G2 ndo aumentou a
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resposta inflamatéria quando avaliada pela degranulacdo dos mastécitos.Como
avaliamos o numero médio de mastdcitos, uma hipétese foi a do efeito antibacteriano
do SBcomo demonstrado por Gorbach (1990), que resulta em uma menor
degranulagdo dos mastdcitos por uma menor agressdo quimica pelas bactérias
presentes na flora bucal dos animais. Para G2 houve um aumento do numero médio
de mastocitos o que corrobora com o estudo de Reynolds (1989) que relatou o efeito
adstringente do subgalato de bismuto que cria uma camada protetora sobre o tecido
conjuntivo exposto e desta forma mesmo controlando a dieta dos animais e a propria
funcdo normal do sistema estomatognatico nossos resultados sugerem que houve um
efeito protetor no grupo que utilizou SB. Pela evolugdo natural do processo
inflamatorio, naturalmente o padrdo agudo inicial tornou-se crénico resultando em um
aumento no numero médio de mastocitos ao compararmos o T2 de ambos os grupos
com o T1 menor no G1 e com diferenga estatisticamente significante com G2. Os
resultados demonstraram que o grupo que utilizou o subgalato de bismuto (G2)
interferiu no processo de inflamatério no T2 do estudo quando comparado ao grupo
controle (G1).

De acordo com os resultados do nosso estudo, quando comparado T3 (tabela
11) com T2 para ambos os grupos notou-se um aumento na média de mastdcitos sem
diferenca estatisticamente significante entre G1 e G2. De acordo com os estudos
realizados por Egozi (2003) e Weller (2006), podemos sugerir que os mastocitos tem
um papel fundamental na infiltragdo dos neutréfilos na regido da ferida cronificando o
processo inflamatario.

Nossos resultados demonstraram que a média de mastdcitos apresentou
numero semelhante ao tempo inicial do estudo quando chegamos em T4 (grafico 2)
no estudo. De acordo com os achados de Weller (2006) foi relatado a importancia dos
mastécitos na cicatrizagdo normal dos tecidos e desta forma corroboramos nossos
achados que o SB nao interferiu no tempo de cicatrizagao das feridas criadas. Como
em T4 ambos os grupos apresentaram numero meédio de mastécitos igual de 16,40.
Esta média de mastocitos foi superior ao T3 em ambos os grupos. No grupo 1 o
numero meédio de mastdcitos era de 12,60 no tempo 3 e aumentou para 16,40 no
tempo 4 (tabela 7). Enquanto que para o grupo 2 o numero meédio de mastocitos
aumentou de 13,20 para 16,40 nos mesmos tempos (tabela 9). Nenhuma destas
meédias apresentou diferenga estatisticamente significante entre si, embora este

aumento no numero meédio de mastdcitos sugeriu que o tecido esta em processo de
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reparacao retornando ao padrao inicial ou tempo 0. Quando comparado o tempo 4
com o tempo inicial em ambos os grupos, notou-se que nao apresentou diferenca
estatisticamente significante entre os tempos. No grupo 1 o numero meédio de
mastdécitos caiu de 17,60 em TO para 16,40 em T4 e para o grupo 2 o valor em TO foi
de 18,80 e reduziu para 16,40 em T4 (grafico 6).

Ao avaliarmos o tempo 5 do estudo notou-se que o numero meédio de
mastécitos aumentou em ambos os grupos quando comparados com o tempo 4. No
grupo 1 aumentou de 16,40 no tempo 4 para 21,80 no tempo 5 (tabela 7) e no grupo
2 aumentou de 16,40 no tempo 4 para 20,80 no tempo 5 (tabela 9). Quando
comparados com o tempo 4, ambos o0s grupos apresentaram diferenca
estatisticamente significante no numero médio de mastocitos no tempo 5. Quando se
comparou o tempo 5 entre os grupos notou-se que nao existiu diferenca
estatisticamente significante e o numero médio de mastocitos no periodo final do
estudo foi semelhante ao inicial indicando uma cicatrizagdo normal corroborando com
o estudo de Serena, et al (2007). Também foi comparado o T5 com o TO para ambos
os grupos. No grupo 1 (tabela 8) houve diferenga estatisticamente significante com
um aumento do numero meédio de mastdcitos em T5 (21,80) quando comparado com
TO (18,00) (grafico 7). Para a mesma comparagdo com o grupo 2 (tabela 10) ndo se
notou diferenga estatisticamente significante, mas o grupo se comportou da mesma
forma com um aumento do numero médio de mastocitos em T5 (20,80) quando
comparado com T0 (18,80) (grafico 7). Os resultados do experimento corroboram com
o estudo de Evans (1977) que relatou que os agentes hemostaticos como o subgalato
de bismuto ndo devem retardar o processo de cicatrizagdo, pois ambos 0s grupos se
comportaram de maneira semelhante no tempo final do estudo.

Com a execugado do presente trabalho, pode-se inferir que o subgalato de
bismuto ndo demonstrou diferengas marcantes com relacdo ao numero médio de
mastocitos. Foi comprovado pela analise histométrica de imagens digitalizadas em
computador de laminas coradas com azul de toluidina que permitiu a avaliagao
numérica do tecido conjuntivo contando o numero de mastocitos nos diferentes
periodos do estudo.

A utilizagdo da pasta de subgalato de bismuto como agente hemostatico local
na Odontologia ainda é um fato recente iniciado com o estudo de Kim, Tramontina e
Grein (1977). Os resultados dos estudos revisados e do presente estudo

demonstraram um parecer positivo em muito se assemelhando aos relatos na area
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médicacomo os estudos de Nassif e Patrocinio (1978). Com os resultados obtidos no
presente estudo, pode-se extrapolar que o agente hemostatico de subgalato de
bismuto n&o apresenta reacdo inflamatdria, avaliada pelo numero médio de
mastdcitos, diferente da encontrada no tecido conjuntivo quando se utilizou solugao
de soro fisiolégico estéril. Sdo necessarios outros trabalhos, inclusive clinicos, para

corroborar ou confrontar nossos resultados.

7 CONCLUSAO

N&o houve diferengas histologicas relevantes com relagdo ao numero médio de
mastécitos entre as feridas tratadas com solugao fisiolégica e com subgalato de
bismuto. Houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos no tempo 2 do
estudo. A reacdo inflamatéria analisada pela contagem do numero médio de
mastocitos demonstrou caracteristicas semelhantes comparando-se os tempos

analisados entre os grupos.
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APENDICE

APENDICEA - Teste de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov- Nimero de Mastécitos segundo

Grupo x Tempo

62

Variavel Grupo x Tempo Estatistica G.L. Valor p
Numero de Mastécitos G1 T1 0,237139507 5 0,2000
G1T2 0,286822819 5 0,2000
G1T3 0,347832523 5 0,0502
G1T4 0,229409247 5 0,2000
G1T5 0,261258482 5 0,2000
G2T1 0,253810366 5 0,2000
G2T2 0,258200074 5 0,2000
G2T3 0,2463692 5 0,2000
G2T4 0,172713322 5 0,2000
G2T5 0,328272525 5 0,1350

Fonte: dados da pesquisa, 2009.



