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Avaliacao dos efeitos do subgalato de bismuto na proliferacao
de miofibroblastos

Assessment of the effects of bismuth subgallate on proliferation of myofibroblasts:
an experimental study in rats

Rubianne Ligério de Lima', Claudia Paraguagu Sampaio’, Karin Caroline Seidel’, Melina Branco',
Rafaela Mabile Sobreiro’

Resumo

Contexto: O subgalato de bismuto é um metal pesado e insoltvel, utilizado por suas propriedades adstringentes
e hemostaticas. Objetivo: Avaliar os efeitos do subgalato de bismuto na cicatrizagdo mediante observagdo de
miofibroblastos em pele de ratos. Métodos: Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar, que receberam uma
ferida no dorso da pele. Os animais foram divididos em dois grupos: controle (aplicagdo diaria de cloreto de sodio
a 09%) e experimental (aplicagdo diaria de 0,5mg de subgalato de bismuto). Cada grupo foi subdividido em trés
subgrupos, que foram reoperados para retirada da ferida em 3, 7 e 14 dias. Foi realizada coloragdo de hematoxilina
eosina, picrosirius e imuno-histoquimica para avaliar contagem de miofibroblastos, resposta inflamatéria e sintese
de colageno. Resultados: Nio foi encontrada diferenca entre os grupos controle e experimento com relagdo ao
processo inflamatério — subgrupos 3 dias (p=1), 7 dias (p =0,474) e 14 dias (p = 303). A avaliagdo dos colagenos tipo
I'e lll no grupo-controle ndo demonstrou beneficios de cicatrizagdo — 3 dias (p=0,436), 7 dias (p=0,853) e 14 dias
(p=0,436); ja no grupo experimental, houve aumento dos colagenos tipos | e Il nos subgrupos 3 e 14 dias (p = 0,005).
A imuno-histoquimica confirmou os resultados encontrados na coloragdo hematoxilina eosina, na qual a area de
miofibroblastos entre os subgrupos, nos grupos experimental (p = 0,4) e controle (p = 0,336), foi indiferente. Conclusao: A
utilizagéo do subgalato de bismuto em ferida de pele de ratos ndo evidenciou beneficios na cicatrizagao, ou seja, ndo
houve diferenca na fibroplasia quando comparados os grupos experimental e controle.

Palavras-chave: cicatrizagdo; miofibroblastos; otolaringologia.

Abstract

Background: Bismuth subgallate is an insoluble heavy metal that is used for its astringent and hemostatic properties.
Objective: To evaluate the effects of bismuth subgallate on the healing process by observation of myofibroblasts
in the skin of rats. Methods: A sample of 60 Wistar rats was used. Each rat was subjected to a dorsal skin wound
and allocated to one of two groups: a control group, in which 0.9% sodium chloride was administered daily, or an
experimental group, in which 0.5 mg of bismuth subgallate was administered daily. Each of these groups was further
subdivided into three subsets, which were reoperated after 3, 7 and 14 days respectively for excision and collection
of the skin wound specimens. Samples were treated with hematoxylin eosin, picrosirius, and immunohistochemical
staining to enable assessment of myofibroblast counts, inflammatory response phase, and collagen synthesis. Results: No
inflammatory process differences were detected between the control and experimental groups at 3 days (p = 1), 7 days
(p=0.474), or 14 days (p =303). Evaluation of types I and lll collagen in the control group did not demonstrate healing
benefits at 3 days (p=0.436), 7 days (p = 0.853), or 14 days (p = 0.436); whereas in the experimental group there were
increases in types | and Il collagen at 3 and 14 days (p = 0.005). Immunohistochemical analysis confirmed the results
of hematoxylin eosin staining, since there were no differences between subsets in terms of area of myofibroblasts, in
the experimental (p =0.4) or the control (p=0.336) groups. Conclusions: Administration of bismuth subgallate to
skin wounds in rats did not result in any evidence of benefits to healing, i.e, no difference in fibroplasia was detected
when experimental and control groups were compared.

Keywords: wound healing; myofibroblasts; otolaryngology.
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INTRODUGAO

O subgalato de bismuto ¢ uma substancia de
coloragdo amarelada que se apresenta na forma de
p6 inodoro e sofre descoloragdo na presenga de luz
solar'. Vem sendo cada vez mais utilizado pelos
profissionais relacionados a otorrinolaringologia e
odontologia devido as suas propriedades adstringentes
¢ hemostaticas. Entre as formas utilizadas estdo o
tratamento topico de feridas abertas, o tratamento
de ulceras gastroduodenais, como antidiarreico,
para controle do odor em colostomias, em cirurgias
odontolégicas, manejo da epistaxe e, empiricamente,
em adenotonsilectomias'~.

As maiores preocupagdes dos otorrinolaringologistas
quanto a uma amidalectomia ¢ diminuir o sangramento
do transoperatorio, reduzir o tempo cirirgico e evitar
as complicagdes pds-operatorias; ou seja, busca-se
um procedimento seguro'=.

O subgalato de bismuto, metal pesado e relativamente
insoluvel em dgua, apresenta qualidades adstringentes
(que ativam o fator XII da cascata de coagulagdo),
acelera a formagao do codgulo sanguineo e melhora
a hemostasia*. Frente a isso, hd uma necessidade de
estudos controlados e randomizados, metodologicamente
aceitos, para dar melhor sustento a sua utilizagao.

Alguns servigos de otorrinolaringologia nao utilizam
o subgalato de bismuto, alegando que o resultado do
seu uso pos-operatorio imediato ndo revela beneficio,
enquanto outros referem grande facilidade no controle
de sangramento. Os trabalhos, de uma forma geral,
enfocam seu uso referindo controle de sangramento
pos-operatorio imediato.

A literatura ndo ¢ objetiva quanto ao beneficio
do subgalato na hemostasia ou no efeito cicatricial,
havendo discordancias. Além disso, nao trabalha os
possiveis efeitos pro-cicatriciais, deixando a desejar
em se tratando de grupos comparativos ou controle.

Como a fibroplasia ¢ uma das importantes fases
cicatriciais, se o subgalato de bismuto induzir uma
maior atividade fibroplasica, espera-se ter uma maior
quantidade de miofibroblastos, os quais levariam a
um processo de contragdo precoce, otimizando a
cicatrizagao.

Os fibroblastos sao os responsaveis pela sintese,
remodelagdo e deposi¢do da matriz, além de interagirem
com a mesma. As moléculas estruturais que formam a
nova matriz extracelular contribuem para a formagao
do tecido de granulacdo, o qual servira de base para a
migragao celular. A formagao do tecido de granulagao
comega proximo ao terceiro dia’.

O fibroblasto excreta um mondmero denominado
pro-colageno. As fibras reticulares do colageno tipo I11
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sdo mais delgadas que as do coldgeno tipo I e possuem
maior quantidade de carboidratos. A cicatrizagdo
das feridas ¢ realizada inicialmente com o colageno
tipo 11, que mais tarde sera substituido pelo colageno
tipo I, mais resistente’.

O objetivo geral deste artigo foi avaliar se o
subgalato de bismuto promove interferéncia em
alguma das fases da cicatrizacdo por meio de analise
histologica e imuno-histoquimica e pela observagao
do desenvolvimento de miofibroblastos nas feridas
em pele do dorso. Sendo um material de facil manejo
(po) e custo reduzido, seu uso poderia beneficiar a
populagdo do ponto de vista cicatricial, caso os estudos
indiquem essa correlacdo.

METODOS

Ap6s aprovagio do Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) (protocolo 780) e de acordo
com as recomendacdes do Colégio Brasileiro em
Experimentacdo Animal (COBEA), os experimentos
foram realizados no Laboratorio de Técnica Operatoria
e Cirurgia Experimental da Pontificia Universidade
Catolica do Parana (PUC-PR) no més de julho de 2013.

Foram utilizados 60 ratos machos (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia) da linhagem Wistar,
adultos jovens com idade de 110 dias e com peso
médio entre 250 g e 300 g, provenientes do Biotério
Central. Os animais foram mantidos com alimentagao
ad libitum ¢ dgua. Os mesmos ratos deste estudo foram
utilizados em conjunto com o projeto “Avaliacao
dos efeitos do subgalato de bismuto na angiogénese:
estudo experimental em ratos”.

No Laboratorio de Técnica Operatoria e Cirurgia
Experimental, os animais foram anestesiados com
0,1 ml/100 g de peso do animal com uma mistura de
1 ml de ketamina (50 mg) com 1 ml de xilazina 2%
(20 mg) por via intramuscular na porgao posterior da
coxa. Em seguida, foram posicionados em decubito
ventral, em um suporte de madeira, sendo fixados os
membros anteriores ¢ os posteriores. Foi realizada
tricotomia na regido dorsal de cada animal, em area
de 24 cm? (seis centimetros de comprimento por
quatro centimetros de largura), localizada a partir
de uma linha imagindria tragada entre os membros
anteriores, estendendo-se por seis centimetros em
direcdo caudal. Logo depois, foi realizada antissepsia
com polivinilpirrolidona-iodo e delimitagdo da area
operatoria com campo esterilizado fenestrado.

No centro da area tricotomizada, foi feita uma
demarcagdo na pele de cada rato por rotacao da borda
cortante de um punch metalico, com dois centimetros
de diametro. Foi ressecado o segmento de pele circular,
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de acordo com a demarcagdo, sendo aprofundada a
incisdo até expor a fascia muscular dorsal.

Apbs o término do ato operatdrio, os animais
receberam diclofenaco de potassio na dose de 10 mg/kg,
por via intramuscular, com finalidade analgésica e
anti-inflamatoéria. Os animais foram encaminhados
de volta ao Biotério Central.

Os animais foram aleatoriamente marcados e
divididos. Foram trés grupos experimentais e trés
grupos-controle. Cada grupo era composto por
10 animais. Os animais dos grupos experimentais foram
submetidos a aplicagdo diaria de 0,5 mg de subgalato
de bismuto em suas feridas. Os grupos-controle
tiveram suas feridas tratadas diariamente com solucdo
de cloreto de soédio a 0,9%, conforme preconiza a
literatura. A eutanasia ocorreu de acordo com os
grupos 3, 7 e 14 dias de tratamento.

Os animais foram reoperados para a retirada da
ferida de acordo com o seu grupo. Cada ato operatdrio
foi realizado apds a devida anestesia do animal (como
descrito anteriormente). O fragmento foi retirado de
cada ferida cirtirgica, com margem de um centimetro
de pele integra em torno da lesao, com profundidade
até a musculatura dorsal do rato.

Imediatamente apds a reoperacao de cada animal,
foi realizada eutanasia por dose letal de tiopental
sodico intraperitonial (120 mg/kg), sendo este o
método de eutandsia recomendado para roedores e
outros pequenos mamiferos, contido na Resolugao
714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria de
20 de junho de 2002.

Nao houve nenhuma perda de animal e material
durante a realizagdo da pesquisa.

Os segmentos destinados a histologia, apos retirados
do dorso do rato, foram estendidos sobre papel-cartao
identificado. Na sequéncia, foram mergulhados em
recipiente com formol a 10% por 24 horas, sendo
cortados e colocados em cassetes para a montagem
dos blocos de parafina. As laminas foram coradas com
hematoxilina eosina (HE) e picrosirius, e analisadas
em microscopio Optico.

Na HE, foi realizada a contagem de células
monomorfonucleares e polimorfonucleares ¢ de vasos
para a caracterizacao da fase do processo inflamatdrio
de acordo com a seguinte classificagdo: Tabelas 1 e 2°.

Inicialmente, para cada momento de avaliagdo
(3 dias, 7 dias e 14 dias), foi comparada a fase do
processo inflamatorio nos dois grupos, controle e
experimental. Em seguida, considerando-se cada grupo,
os momentos de comparacao foram feitos dois a dois.
Testou-se a hipdtese nula de que a distribuicao sobre
as classificacdes da fase do processo inflamatorio é
igual nos dois momentos de avaliagdo comparados
versus a hipotese alternativa de distribui¢oes diferentes.
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Tabela 1. Contagem celular do processo inflamatério.

Numerode  Polimorfonucleares Monomorfonucleares
células
Até 50 -1 1
50-100 -2 2
> 100 -3 3

Tabela 2. Caracterizagio da fase do processo inflamatério de
acordo com o escore final de cada grupo.

Fase do processo inflamatorio  Escore final de classificagao

Agudo -9a-3
Subagudo -29a3
Crénico 3a9

A coloragao picrosirius avaliou o colageno através
da birrefringéncia especifica de cada tipo de colageno,
fazendo uso de um microscopio de luz polarizada.
Com relagdo ao percentual de area de colageno, a
comparagdo dos grupos em cada momento de avaliagdo
(3 dias, 7 dias e 14 dias) foi feita através do teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney. A comparacao
dos momentos de avaliacdo considerando-se cada
grupo foi feita através do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Para a analise comparativa dos grupos
¢ dos momentos de avaliagdo em relagdo a fase do
processo inflamatorio, foi usado o teste exato de
Fisher. Valores de p < 0,05 indicaram significancia
estatistica. Os dados foram analisados com o programa
computacional IBM SPSS Statistics v.20.

O material também foi encaminhado para
processamento imuno-histoquimico, visando pesquisa
com alfa-SMA, Fator 8 e CD34. Porém, apenas no
alfa-SMA foi realizada a leitura, pois o Fator 8 e o
CD34 apresentaram pouca especificidade com relagao
a colora¢ao de musculatura lisa analisada.

Apbs a analise histologica e imuno-histoquimica, foi
realizada andlise estatistica com métodos paramétricos e
ndo paramétricos, sendo entdo elaborada a documentagao
final e o artigo para posterior publicagdo.

A analise dos resultados relativos a imuno-histoquimica
foi feita em cima da area corada em castanho, que
evidencia a area expressa pelos miofibroblastos, e da
contagem de vasos para avaliagdo da angiogénese.

RESULTADOS

Avaliagao do processo inflamatorio com
contagem de células monomorfonucleares e
polimorfonucleares

Nas duas avaliagdes iniciais, com relagdo ao processo
inflamatorio, ndo houve diferenga de cicatrizagdo nos
respectivos grupos — subgrupos 3 dias (p = 1), 7 dias
(p=0,474) e 14 dias (p = 0,303) (Figuras 1 ¢ 2).



Figura 1. Coloragdo hematoxilina eosina no grupo-controle/
subgrupo 14 dias.

Figura 2. Coloragao hematoxilina eosina no grupo experimental/
subgrupo 14 dias.

Avaliagdo do colageno através da coloragao
picrosirius

A avaliacdo do colageno tipo I foi feito entre os
grupos experimental e controle, bem como intragrupos,
comparando os dias entre si. A producdo de colageno
tipo I foi semelhante entre os grupos experimental e
controle, ou seja, ndo houve diferenca quantitativa
de colageno tipo I entre os grupos (p = 0,330). Ja no
grupo experimental, houve aumento importante da
producao de colageno tipo I entre 3 e 14 dias, fato
ndo observado no controle (p = 0,024) (Figura 3).
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Figura 3. Comparagdo dos grupos com relacio ao colageno
maduro.

Com relagio aos resultados apresentados no colageno
tipo 111, cuja analise foi realizada da mesma maneira
que a analise do colageno tipo I, os resultados foram
também os mesmos (grupo-controle: p = 0,330; e
grupo experimental: p = 0,024) (Figuras 4-6).

Processamento imuno-histoquimico com
pesquisa de alfa-SMA

Na analise dos miofibroblastos, ndo houve diferenga
na fase cicatricial, bem como na andlise dos vasos
para a angiogénese (grupo controle: p=0,336; ¢ grupo
experimental: p = 0,400) (Figuras 7 ¢ 8).

DISCUSSAO

Atualmente, estdo sendo investigados métodos
com o objetivo de diminuir e evitar a hemorragia
trans e pos-operatoria em adenoamigdalectomias.
Por esse motivo, varios meios tém sido comparados.
O método por criocirurgia ¢ considerado inviavel pelo
seu alto custo e pela dificuldade de manipulagdo e
armazenamento do nitrogénio liquido. Ja o método
a laser necessita de uma correta poténcia do raio,
além de tempo de exposigdo e angulo de enfoque
precisos, para que a técnica seja promissora, com
possibilidade de danos as estruturas adjacentes devido
a alta temperatura do raio (750 a 900 °C)’.

Devido a essas dificuldades apresentadas pelos
outros métodos, mesmo sem estudos que nos indiquem
areal eficacia do subgalato de bismuto, este tem sido
um método aceitavel e muito difundido em todo o
mundo como agente hemostatico em operagdes de
amigdalas.

A literatura ndo trabalha possiveis efeitos
pro-cicatriciais do uso do subgalato de bismuto.
Para obter melhores opg¢des hemostaticas, buscamos
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Figura 4. Comparagdo dos grupos com relagdo ao colageno
imaturo.

Figura 6. Coloragéo picrosirius no grupo experimental/subgrupo
14 dias.

compreender melhor as qualidades cicatricionais
dessa substancia.

Outros autores obtiveram excelentes resultados
hemostaticos na area cruenta deixada apos tonsilectomia
palatina com uso de tampdo de gaze embebido em
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Figura 8. Imuno-histoquimica no grupo experimental/subgrupo
14 dias.

solu¢@o de subgalato de bismuto a 100%. Além disso,
foi considerado um método de baixo custo e facil
realizacdo, tendo sido rara a necessidade de sutura
ou ligadura dos vasos da loja®.

Quando comparamos o grau de inflamacao dos
grupos experimental e controle, notamos que nao ha
diferenga significativa. O mesmo foi observado em
um estudo que avaliou o processo inflamatorio do uso
de subgalato de bismuto em hepatectomias em ratos’.

Outro estudo que avaliou a cicatrizagdo também
em dorso de ratos Wistar, porém utilizando periodos
diferentes para os subgrupos (1, 4, 7, 11 e 18 dias),
também concluiu que o subgalato de bismuto nao
interferiu na qualidade do processo de reparagdo, sendo
biocompativel com os tecidos. Ele apresentou uma
area maior de tecido de granulagdo pela presenca fisica
do material, podendo ser indicado como hemostatico,
sem efeito significativo no processo de reparagado, o
que demonstra que o efeito independe do tempo de
aplicagdo da substancia'®.



No presente estudo, ndo foi visto beneficio do uso
da solucao de subgalato de bismuto na cicatrizacdo da
pele, bem como na fibroplasia. Um estudo mostrou
retardo na cicatrizagdo e na fibroplasia em mucosas,
mesmo com a dilui¢do e a quantidade aplicada da
substancia em estudo sendo as mesmas'".

Uma possivel razdo para a diferenca de comportamento
do subgalato de bismuto em mucosas ¢ na pele sdo as
propriedades individuais de cada um desses tecidos.
Em comparag@o com a pele, a mucosa oral apresenta
menor quantidade de tecido cicatricial, tanto sob
aspecto clinico como histolégico, por apresentar
menor quantidade de fibras. Em termos de formacao
de tecido cicatricial, as diferengas entre a mucosa e a
pele sdo vantajosas, tanto sob aspecto estético como
funcional. Pesquisadores acreditam que essas diferencas
devam estar relacionadas as origens embrionarias dos
fibroblastos dos dois tecidos. Os fibroblastos da pele
derivam do mesoderma, € os da mucosa oral, de células
da crista neural'%.

A menor quantidade de fibras provenientes da crista
neural pode ter permitido maior grau de absor¢ao do
subgalato, o qual, em fung@o dessa maior quantidade
absorvida, pode ter apresentado efeito toxico, alterando
a fibroplasia e, consequentemente, a cicatrizagdo de
forma geral.

Na pele, a maior quantidade de fibras provenientes
do mesoderma pode ter servido de barreira, impedindo
maior absor¢ao e resultando em menor efeito toxico.
Nao houve interferéncia na fibroplasia, e a cicatrizagao
foi mantida sem alteragdes.

Com a realizagdo da coloragdo picrosirius, foi
evidenciado, no grupo experimental, um aumento importante
da produgdo de colageno tipo I entre 3 e 14 dias, fato
ndo observado no controle (p = 0,024). Esse resultado
ndo foi encontrado na imuno-histoquimica. Uma
possivel razdo para tal fato coloca em questionamento
a efetividade do marcador, uma vez que ele ndo ¢
especifico para ratos. Nesse caso, seria valido realizar
novamente a pesquisa utilizando outro marcador para
confirmar a imuno-histoquimica, mas, em funcao de
custo e dificuldade, optou-se por ndo realizar outro
marcador neste momento, ficando o bloco de parafina
reservado para outras pesquisas.

CONCLUSAO

A utilizagg@o do subgalato de bismuto em ferida de
pele de ratos ndo evidenciou beneficios relativos a
proliferacdo de miofibroblastos quando comparados
o0s grupos experimental e controle.

Rubianne Ligério de Lima, Claudia Paraguagu Sampaio et al.
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