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RESUMO

Os adesivos teciduais sao produtos originarios de proteinas do plasma
humano, utilizados como agentes hemostaticos em diferentes procedimentos
cirdrgicos.

Objetivos: avaliar a influéncia da cola de fibrina como agente hemostatico
local apds extracdes dentarias em pacientes hemofilicos. Analisar a influéncia dos
adesivos nos processos de reparacao tecidual em pele e em alvéolo dentario em

modelo animal.
Capitulo |

Pacientes e Métodos: Foram realizadas extracdes dentarias em 31
pacientes hemofilicos, sem prévia terapia de reposicao de fatores de coagulagéo.
Os pacientes receberam antifibrinolitico oral (lpsilon® - 200mg/kg, VO, 8/8 horas,
por 7 dias). Foi realizada a avaliagdo da saude bucal através dos indices: Gengival
(IG); indice de Placa (IP) e através do Indice CPOD (dentes cariados, perdidos e
obturados). Apds as extragdes os alvéolos foram preenchidos com cola de fibrina
autéloga. Os pacientes foram avaliados 24 horas ap6s o procedimento.
Resultados: em seis procedimentos (19,4%) foram observados sangramentos que
foram controlados com reaplicacdo da cola de fibrina e dose Unica de fator de
coagulacdo (um hemofilico grave, 3 hemofilicos moderados e em 2 hemofilicos
leves). As médias dos indices IG, IP e CPOD foram, no grupo que sangrou, 1,7;
1,8; e 18 e, no que nao apresentou sangramento, 1,8; 1,8; e 19, respectivamente.
Conclusao: A cola de fibrina foi efetiva como agente hemostatico local apdés
extragbes dentarias em pacientes hemofilicos, reduzindo significantemente a
terapia de reposicao de fatores de coagulagdo. As condicdes de saude bucal,
refletidas pelos resultados obtidos através da avaliagdo dos indices IG, IP e
CPOD, demonstraram néo haver influéncia desses fatores na eficacia da cola de

fibrina autéloga como agente hemostatico local.
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Capitulo

Material e Métodos: Vinte e cinco ratos Wistar foram submetidos a duas
incisbes em dorso de pele ap6s anestesia intramuscular. Na incisdo do lado
direito, foram inseridas esponjas embebidas em Selante de Fibrina associado ao
fator Xl e aprotinina (Beriplast P® - Aventis Beringher) e, na incisdo do lado
esquerdo, foram inseridas esponjas sem adesivos, como controle. Os animais
foram divididos em cinco grupos e sacrificados nos dias 1, 7, 14, 21, e 28 ap6s a
cirurgia. O tecido do dorso do animal foi dissecado e preparado blocos para
analise microscopica (HE). O estudo histomorfométrico foi realizado em
microscopio KS400 (40x - Zeiss, Jena). A composicao celular do tecido de
granulacao foi analisada randomicamente, em 20 campos de cada amostra. Os
dados foram estatisticamente analisados usando o Wilcoxon signed rank test. Os
resultados mostraram um elevado nimero de células inflamatérias na periferia do
grupo com Selante de Fibrina comparado com o controle. Esses dados sugerem
que o Selante de Fibrina induziu uma intensa e prolongada resposta inflamatéria
no processo cicatricial e que o Selante de Fibrina persistiu até 28 dias apds a
cirurgia.

Capitulo IlI:

Material e Métodos: Setenta e cinco ratos Wistar foram submetidos a
extracdo do incisivo superior apds anestesia intramuscular. Os ratos foram
divididos em 3 diferentes grupos e os adesivos foram aplicados nos alvéolos. O
primeiro grupo (25 ratos) recebeu cola de fibrina, 0 segundo grupo (25) Selante de
Fibrina (Beriplast P® - Aventis Beringher) e o terceiro (25) foi considerado como
grupo controle. Os animais foram sacrificados por inalacéo de éter nos dias 1, 7,
14, e 28 apdés a cirurgia. Os cranios foram dissecados, submetidos a
descalcificacdo e preparados para andlise microscépica (HE). O estudo
histomorfométrico foi realizado pelo sistema KS400 (Zeiss,Jena). Neoformagéao
Ossea foi cuidadosamente delimitada em quatro regides alveolares. Os dados
foram analisados estatisticamente usando regressao multipla, ANOVA e Turkey
test. Os resultados mostraram que a neoformagdo 6ssea (um?®) no grupo controle

e com Selante de Fibrina foram estatisticamente similar, entretanto o alvéolo que

XVvii



recebeu a cola de fibrina apresentou menor area de formacao 6ssea comparada
com o grupo que recebeu o Selante (p=0,0034). Concluindo, os adesivos de

fibrina ndo influenciaram no processo de cicatrizacdo 6ssea.
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ABSTRACT

Fibrins adhesives are plasma protein derivate and it has been used in

different surgical procedures as a local hemostatic agent.

Objectives: Evaluate the autologous fibrin glue as a local hemostatic agent
after tooth extraction in hemophilia patients. Analyze the influence of the fibrin
adhesives in a tissue healing process in skin and alveolar bone in an animal

model.
Chapter .

Patients and Methods: Thirty-one hemophilic patients were submitted to
teeth extractions using autologous fibrin glue and an oral antifibrinolytic drug
(epsilon-aminocaproic acid). Oral health indexes (plaque-Pl, gingival-Gl and
decay-missing-filling-teeth-DMFT index) were evaluated before tooth extraction.
Results: Post-surgical bleeding episodes were observed in 6 hemophilic patients (1
severe, 3 moderate and 2 mild type). The media of Pl and Gl in the bleeding group
were 1.8 and 1.7, respectively and in the non-bleeding group 1.8 for both (PI:
p=0.8; Gl: p=0.56). The global DMFT index was 18 in the bleeding group and 19.6
in the non-bleeding group (p=0.67). Conclusion: The autologous fibrin glue was
efficient as a local hemostatic agent after tooth extraction in hemophilia patients.
The status of oral health did not interfere in the dental extraction bleeding of
hemophilic patients.

Chapter II:

Material and Methods: Twenty-five Wistar rats were submitted to
intramuscular anesthesia. Two incisions were realized on animal back and
subcutaneous ventrally pockets were made. Into the right side a vegetal sponge
imbibed in FS associated to factor Xlll and aprotinina (BeriplastP®-Aventis-
Beringher) was introduced and in the left side the sponge without FS was insert as
control. Animals were divided in 5 groups and they were sacrificed on days 1, 7,
14, 21 and 28 after the surgery. Animal back tissues were dissected and blocks
were prepared for light microscopy study (H&E). The morphometric study was

performed by microscopy (KS400)-40x. Twenty randomized fields from each
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sponge were analyzed and the cellular composition of the granulation tissue was
examined with regard to its content of capillaries, granulation tissue cells and
inflammatory cells. The data were statistically analyzed using the Wilcoxon signed
rank test for the weight differences between the numbers of inflammatory cells for
each animal in both groups. The results showed a high number of inflammatory
cells in the peripheral area of the FS group comparing with the controls. The
results suggest that the FS induced an intense and prolonged inflammatory
response in wound healing, and the FS persisted up to 28 days after surgery.

Chapter llI:

Material and Methods: Seventy-five Wistar rats were submitted to a superior
incisor extraction after intramuscular anesthesia. The rats were divided into tree
different groups and the sealants were introduced into the alveolar bone. The first
group (25) received human homemade fibrin glue, the second group (25) FS
associated to factor Xlll and aprotinin(Beriplast®—Aventis-Beringher) and the third
group (25) was the control. Animals were sacrificed by prolonged diethyl inhalation
on days 1, 7, 14 and 28 after surgery. Animal craniums were dissected and
submitted to a decalcification, and preparated for H&E light microscopy. The
morphometric study was performed by means of an interactive computerized
image analysis system KS400(Zeiss, Jena). New bone formation was carefully
delimited in four different alveolar regions of each specimen. The data were
statistically analyzed using multiple regression, ANOVA and Tukey's test. Results
showed that the amount of alveolar bone formation(um?2) in the control group and
commercial sealant was statistically similar. However, alveolus receiving
homemade sealant presented less amount of new bone formation comparing to
commercial sealant and control group (p=0.0034). The present study demonstrated

that fibrin adhesives did not influence on the alveolar healing process.
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1 — Adesivos de Fibrina: Selante de Fibrina e Cola de fibrina

Os Adesivos de Fibrina também conhecidos como Selantes de Fibrina e
Cola de fibrina, sdo produtos originarios de proteinas do plasma humano, que
mimetizam a via final da rede de coagulacdo. Nesses produtos, o fibrinogénio é
proteolicamente clivado e convertido em polimeros de fibrina pela acdo da
trombina. O Fator XlII, quando ativado pela trombina na presenca de Ca*?, reage
com os polimeros de fibrina resultando um coagulo estavel e insolavel (Alving et
al., 1995; Martinowitz & Spotnitz, 1997) (Figura 1).

Os Selantes de Fibrina sao utilizados em diferentes campos cirurgicos,
como agentes hemostaticos, como indutores de processo de cicatrizacdo, no
selamento de cavidades e como meio de liberacao de drogas em sitios cirdrgicos
(Alving et al., 1995).

Figura 1: Rede Plasmatica da Coagulacao evidenciando a via final comum com a
ativacao do fibrinogénio pela trombina

XI1 FT + VII
HMWK |
Pré- calicreina .
Superficie FT'JVI |
J' = FT-Vlla
Xl =——>Xla—,
| X—=—=>1Xa®
»Villa
Vi = y VV
Superficie X Xa
X1 V%Va‘ €
|| w=== Trombina = Protrombina
Xilla
Fibrina <+ _. . o
estavel Fibrina <« Fibrinogénio m—)Va

FT= fator tecidual; Pl= plaqueta; Ca= fon cdlcio; HMWK = cofator solivel, zimdgeno de alto peso molecular;
Fator a= fator ativado
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2 — Historico do Selante de Fibrina

A idéia do uso de componentes do plasma, no cuidado de feridas para
realizacdo da hemostasia local e auxiliar no processo de cicatrizacao, é remota ao
periodo da Primeira Guerra Mundial (Grey, 1915). Posteriormente, Young &
Medawar (1940) e Tarlov et al., (1943) mostraram sucesso na utilizacao de
produtos plasmaticos na anastomose de nervos periféricos em animais.
Entretanto, devido a pouca estabilidade e baixa adesdo desses produtos,
associados as técnicas cirurgicas utilizadas na época, os resultados obtidos nao

foram satisfatorios.

Na década de 60, com o desenvolvimento do fracionamento de Cohn |
(Cohn et al.,, 1946) e, conseqientemente, com a melhora dos métodos de
obtencado do crioprecipitado, os produtos compostos por fibrinogénio alcangaram
uma melhor qualidade e seu uso comegou a se diversificar entre as diferentes
especialidades cirargicas (Alving et al., 1995). Matras et al., (1972 e 1973)
descreveram a aplicacdo do Selante de Fibrina em reparo de nervo periférico em
coelhos. Os resultados positivos demonstrados relativos a cicatrizagdo e a
melhora da capacidade de adesdo, encorajaram o uso do produto em outros
procedimentos cirdrgicos. O mesmo autor, Matras (1982) demonstrou a
aplicabilidade do Selante de Fibrina como selador de cavidades désseas em
cirurgias bucomaxilofaciais, nas anastomoses de nervos faciais e em

microcirurgias vasculares.

O primeiro Selante de Fibrina foi lancado na Europa na década de 80
(Alving, 1995). Nos EUA até a década de 90, os Selantes de Fibrina ndo eram
comercializados, em funcdo da revogacdo do seu uso pelo Food and Drugs
Administration (FDA) em 1978 (Alving et al., 1995; Tock et al., 1998). Frente a
essa dificuldade, outras fontes para obtencdo de fibrinogénio foram utilizadas
como a versao “home made” do Selante de Fibrina. Estes produtos podem ser
obtidos a partir da doacao autdloga ou alogénica de plasma ou de sangue total
realizadas em Servicos de Hemoterapia (Bancos de Sangue) (Rousou et al., 1984;
Dresdale et al., 1985; Alving et al., 1995). O plasma fresco congelado (Hartman et

al.,, 1992) ou plasma rico em plaquetas (Oz M et al.,, 1992) em conjunto com a
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trombina bovina comercial sdo também utilizados para obtencado do Selante de
Fibrina.

3 — Producao dos Adesivos Teciduais
3.1 — Triagem de doadores

A triagem de doadores € um passo fundamental da coleta de sangue, que é
normatizada internacionalmente pela AABB (The American Association of Blood
Bank- AABB 2002), pela Legislacao Européia (Legislacao Européia e a Transfusao
Sangtinea — Diretiva 2002/98/CE do Parlamento Europeu, 2005) e também pelas
Diretrizes Brasileira, Resolucdo RDC 153 (ANVISA/2004).

Na triagem dos doadores, a histéria médica é normalmente obtida através
de um questionario e de uma entrevista pessoal com um profissional de saude de
nivel superior qualificado. Nessa entrevista s&o incluidas questdes sobre fatores
relevantes susceptiveis que possam contribuir para a identificacdo e exclusao de
individuos cujas caracteristicas possam constituir um risco para a saude de
terceiros, tais como a possibilidade de transmissao de doencgas, ou um risco para
a sua proépria saude (AABB 2002; RDC 153 ANVISA/MS; The Council of Europe,
2005).

3.2 — Triagem Soroldgica para Doengas Infecciosas

Transmitidas pelo Sangue

O sangue total coletado passa por uma triagem laboratorial, onde sao
pesquisados anticorpos dirigidos contra o virus da imunodeficiéncia adquirida tipo
1 e 2 (anti HIV-1 e anti HIV-2); antigeno de superficie para hepatite B (HBsAgQ),
antigeno “core” da hepatite B (anti-HBc), virus da hepatite C (anti-HCV); virus
linfotrépico T | e Il (anti HTVL-I/Il); Tripanossoma cruzi (doenca de Chagas) e
Treponea pallidum (sifilis) (RDC — 153/ MS).
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3.3 — Preparo do Plasma Fresco Congelado (PFC)

O plasma fresco congelado (PFC) € um hemocomponente preparado a
partir do sangue total ou do plasma coletado por aférese, congelado antes de 6
horas e armazenado a - 30°C com o objetivo de manter a viabilidade dos fatores
de coagulacado (AABB 2002). O PFC contém albumina, imunoglobulinas e fatores
de coagulacao (Fator VIII >70% U1/100mL).

A partir do processamento do plasma, esse pode ser utilizado nas préprias
unidades transfusionais, para producdo de outros hemocomponentes, inclusive
para o preparo da Cola de fibrina. O plasma excedente pode ser encaminhado
para Plantas de Fracionamento Industrial para producdo de diferentes

hemoderivados, incluindo o preparo do Selante de Fibrina.

3.4 — Preparo da Cola de fibrina

A Cola de fibrina, também conhecida como ‘home made” é um
hemocomponente produzido a partir do crioprecipitado obtido do PFC. O PFC
utilizado para a producado da Cola de fibrina pode ser obtido a partir de doacdes
autdlogas ou alogénicas (Durham et al., 1987; Dresdale et al., 1985; Spotnitz et
al., 1987; Howard et al., 1990).

3.4.1 — Obtencao do Crioprecipitado do Fator VIl

O crioprecipitado é um hemocomponente obtido a partir do PFC e contém
Fator VIII (=70 Ul), Fator de von Willebrand (>100 Ul), fibrinogénio (> 140 mg por
unidade), Fator XIlII e fibronectina (AABB, 2002).

3.4.2 — Purificacao do Fibrinogénio
A obtencao do fibrinogénio a partir do crioprecipitado para a producédo da
cola de fibrina pode ser feita utilizando substancias quimicas como sulfato de
amoénia ou polietileno glicol (Dresdale et al., 1985; Siedentop et al., 1985; Durham
et al., 1987; Spotinitz et al., 1987; Silberstein et al., 1988). De Moraes et al., (1998)
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demonstraram a purificacdo do fibrinogénio a partir do uso da técnica de
precipitagdo da glicina e obtiveram uma concentragcdo final de 800mg/mL de
fibrinogénio. A concentracdo final de fibrinogénio nas Colas de Fibrina (“home
made”) pode variar de acordo com a metodologia empregada para a obtencao do
mesmo (Reiss & Oz; 1996; De Moraes et al., 1998).

Outros métodos de obtengdo do fibrinogénio por automacao estao sendo
utilizados, mas o impacto clinico dessas novas metodologias ainda nao é claro na
literatura (Tock et al., 1998).

3.4.3 — Trombina e outros componentes da Cola de
fibrina

O Fibrinogénio €& clivado pela trombina em mondmeros de fibrina.
Normalmente, a trombina utilizada na producao das Colas de Fibrina é de origem
bovina e sua concentracdo pode variar conforme a origem e/ou fabricante,
apresentando concetracbes em média de 300UlI/mL (Spotnitz, 2001).
Normalmente, o cloreto de calcio esta contido nas solugdes de trombina comercial,
ou pode ser acrescida a trombina, até uma concentragcdo de 40mM (De Moraes et
al., 1998). Fator XIIl também pode estar presente na cola de fibrina, em
quantidades variaveis, na dependéncia do meétodo de precipitacdo de fibrinogénio
utilizado (Dresdale et al., 1985).

3.4.4 — Seguranca da Cola de fibrina

O risco de transmissao de doencgas infecto-contagiosas pelo uso das Colas
de Fibrina esté relacionado com a selegcao de doadores, triagem soroldgica para
doencas infecto-contagiosas e com o método de inativagéo viral utilizado na sua
producédo. O fracionamento plasmatico por si sé é capaz de reduzir a infectividade
de certas fracoes plasmatica pela precipitacdo seletiva (Menache & Aronson,
1985). Crioprecipitados ou fibrinogénio (fragdo 1) parecem conter um pouco
menos que 10% da infectividade viral comparando com o plasma inicial (Trepo et
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al., 1998). A doacéo autdloga para a producao da Cola de fibrina Autéloga elimina

0s riscos de infecgbes cruzadas (Trepo et al., 1998).

3.5 — Preparo do Selante de Fibrina Comercial

O Selante de Fibrina Comercial é produzido a partir do ‘pool” de plasma

obtido por aféreses ou produzidos a partir da centrifugacao do sangue total.

3.5.1 — Inativacao Viral

Os Selantes de Fibrina sdo submetidos a diferentes métodos de inativagao
viral como tratamento quimico com solvente-detergente, nanofiltracao,
pausteurizacao, calor seco e umido (Tabela 1) (Hilfenhaus & Weidmann, 1985;
Joch, 2003).

O objetivo dos métodos de inativacao viral é reduzir a infectividade do
produto, pela quebra de proteinas ou do invélucro lipidico quando presente e/ou
destruicdo do acido nucléico viral. A inativacdo viral deve ser conseguida,
preservando a integridade molecular das proteinas plasmaticas e, portanto, a

funcéo dos fatores de coagulacéo (Joch, 2003).

Inativagdo viral por meio fisico pode ser conseguida por métodos de
desnaturagcao proteica por calor e pelo uso da irradiagdo ionizante e ultravioleta
(Tock et al., 1998). Os processos mais freqlientemente utilizados para inativagao
viral dos Selantes de Fibrina incluem o calor imido por 10 horas a 60°C, calor
seco por 72 horas a 80°C ou a nanofiltragéo associada ao calor seco por 1 hora a
100°C (Alving et al., 1995; Trepo et al., 1998; Busby, 1998).

3.5.2 — Fibrinogénio
A concentracdo de fibrinogénio presente nos Selantes de Fibrina

Comerciais pode variar entre 40 — 110mg/mL de acordo com o fabricante (Alving,
1995; Martinowitz & Salt, 1996; Jackson, 2001).
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3.5.3 — Trombina

Assim como na Cola de fibrina, a trombina é utilizada no Selante de Fibrina
por clivar o fibrinogénio em fibrina, formando coagulo. A concentragdo de trombina
nos Selantes de Fibrina Comerciais varia entre 40 a 1000Ul/mL (Spotnitz, 2001).
Ultimamente, a trombina humana tem substituido a trombina bovina presente nos
Selantes de Fibrina em virtude do risco do desenvolvimento de inibidores do Fator

V, conforme discutido posteriormente (Spotnitz, 2001).

3.5.4 — Inibidores da Fibrinodlise

A presencga de inibidores da fibrindlise nos Selantes de Fibrina Comerciais,
esta relacionada com a manutengao prolongada do coagulo no sitio cirdrgico
(Tock et al., 1998).

A aprotinina € uma proteina derivada do tecido pulmonar bovino que inibe a
acao da ftripsina, da calicreina urinaria, da plasmina e dos fatores teciduais
plasmaticos durante a fibrindlise (Fritz & Wunderer 1983). Sua concentragdo nos
Selantes de Fibrina pode estar acima de 10.000KUI/mL enquanto que, nas Colas
de Fibrina, nem sempre estd presente (Spotnitz, 2001). Outras apresentacdes
comerciais utilizam o acido tranexamico, que age no terminal lisina do
plasminogénio, como inibidor da fibrindlise, numa concentragdo de 92mg/mL
(Martinowitz & Schulman, 1995; Villar et al., 2002).

Alguns autores questionam o uso de antifibrinoliticos, quer aprotinina ou o
acido tranexamico, nos Selantes de Fibrina, pois acreditam que nao ha evidéncias
clinicas que demonstrem a necessidade ou mesmo quaisquer beneficio clinico do
seu uso (Alving et al., 1995; Tock et al., 1998).

3.5.5 — Fator Xl

O Fator XllI esta associado clinicamente a estabilizagdo do coagulo
(Duckert et al., 1960) e também esta envolvido no processo de reparacéo tecidual,

aumentando a proliferacédo de fibroblastos (Dickneite et al., 2002).
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A concentracao do Fator Xlll nos Selantes de Fibrina varia nas diferentes

apresentacoes comerciais entre 20 a 80 U/mL (Alving et al., 1995; Martinowitz &
Salt, 1996; Jackson, 2001).

Apesar da importéncia fisiologica do FXIII na coagulagdo, a funcdo do

mesmo nos “coagulos exégenos” promovidos pelos Selantes, ndo estd bem

esclarecida (Tock et al., 1998).

A Tabela (1) mostra os diferentes Selantes de Fibrina Comerciais, suas

composi¢cdes e 0s processos de inativacao viral a que sdo submetidos.

Tabela 1: Selantes de Fibrina Comerciais, composicoes, apresentacdes e meios

de inativagao viral.

Apresentagéo Comercial Apresentagao Fibrinogénio Fator XIlI Trombina  Aprotinina  Inativagao Viral
mg/mL Humano Humana Bovina
U/mL Ul/mL KIU/mL
Tissel®, Tissucol® (Duo- Duas fases de
Baxter-Immuno, AG, Austria)* congelado 70 -110 10 =50 500 3.000 vapor seco a
9 ’ 60°C e 80°C
Duas fases de
Tissel®, Tissucol® (Kit Baxter- liofilizado 70-110 10 -50 500 e 4,0 3,000 vapor seco a
Immuno, AG, USA) 60Ce80C
Duas fases de
Tissel® (VH kit Baxter- liofilizado 75-115 500 3,000 vapor seco a
Immuno, AG, USA) 60°Ce80°C
Duas fases de
Beriplast P® (Aventis Berhing, liofilizado 90 (65— 115) 60 (40 —80) 500 3,000 vapor Sec%g
Alemanha)* 60°C e 80
Pasteurizagédo e
Hemassel® (APR, Haemacure, liofilizado 75-115 500 3,000 Cf/lg%so IaSS:cSOd:
Canadé — Kit Baxter-Immuno) 60°C & 80°C
Quixil® (Omrix Acido Solvente —
Biopharmaceutical AS, Israel)* congelado 60 —100 Nenhum 1,000 trage?gzmic detergente
mg/ml)
Solvente/deterge
Bolheal® (Kaketsuken liofilizado 80 75 250 1,000 ntz%goalgrp%?co
Pharmaceutical — Japao) 144brs
Biocol® (LFB-Lille — Franca) liofilizado 127 11 558 3,000 Solvente/deterge
nte
VI Guard® F.S. Vitex; VI liofilizado 50 - 95 3-35 200 Nenhum  Solvente/deterge

Technologies (USA)

nte e luz
ultravioleta

Adaptado de Albala, 2003; *Selantes comerciais disponiveis no mercado Brasileiro
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4 — Efeitos Adversos do Uso dos Adesivos Teciduais

A trombina bovina, que freqientemente fazia parte da composicdo dos
adesivos teciduais, tem sido substituida pela trombina humana, ja& que existem
publicagbes que evidenciam riscos do uso desse produto em humanos (Tock et
al., 1998). Jackson et al., (1996) e Christie et al., (1997) relataram que os Selantes
Comerciais produzidos com trombina bovina que continha fator V e calicreina
parece ter sido responsavel pelo desenvolvimento de inibidores do fator V e de
casos de hipotensdes graves (Berguer et al., 1991; Pusateri et al., 1997). Estudos
experimentais utilizando trombina humana produzida pela American Red Cross
mostraram hipotensao temporaria em animais. A analise da trombina demonstrou
a presenca de contaminagcdo pela calicreina, o que justificaria o quadro de

hipotensao temporaria (Tock et al., 1998).

O uso topico de trombinas bovinas esta relacionado ao aparecimento de
coagulopatias adquiridas, secundarias a exposi¢cao ao Fator V bovino (Banninger
et al., 1993), e reagbes anafilaticas (Tock et al., 1998). Zehnder & Leung (1990)
descreveram um caso em que o paciente desenvolveu anticorpos contra trombina
e Fator V, apds exposicao tépica ao produto. Os autores Rapaport et al., (1992) e
Pusateri et al (1997) demonstraram através do teste de imunoeletroforese a
presenca de anticorpos contra trombina e Fator V, além de outros anticorpos que
reconhecem antigenos bovinos. Estes resultados sugerem a existéncia de
imunizagdo adicional contra diversas proteinas presentes nos preparados de
trombina bovina. Esses achados reforcaram a idéia da introdugédo da trombina
humana nos Selantes de Fibrina Comerciais, enquanto as Colas de Fibrina ainda
continuam utilizando o produto bovino nas suas formulagdes (Tock et al., 1998).

O uso de aprotinina bovina nos Selantes de Fibrina pode estar relacionado
com a ocorréncia de reacoes anafilaticas (Scheule et al., 1999; Beierlein et al.,
2000).

A transmissao do Parvovirus B19 foi relatada por Hino et al., (2000) em um
estudo envolvendo 3 pacientes expostos ao Selante de Fibrina que foi submetido
ao calor seco como procedimento de inativagao viral. Santagostino et al., (1997)
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descreveram que o tratamento solvente/detergente ndo € suficiente para a
inativagdo de virus ndo envelopados e, que o0 uso concomitante do tratamento

seco é recomendado para se alcancgar indices elevados de seguranga do produto.

5 — Aplicabilidade do Selante de Fibrina

O Selante de Fibrina vem sendo utilizado em diferentes procedimentos
cirurgicos como agente hemostatico, selador de cavidades, estimulador do
processo de reparacao tecidual, além de veiculo de liberacao lenta de drogas ou
agentes de crescimento (Stechison, 1992; Toma et al., 1992; Tawes et al., 1994;
Sirieix et al., 1998; Chan & Boisjoly, 2004; Spotnitz & Prabhu, 2005).

5.1 — Uso dos Selantes de Fibrina e das Colas de Fibrina em

Procedimentos Cirurgicos Odontologicos

Matras (1982) descreveu o uso do Selante de Fibrina em cirurgias buco-
maxilofaciais, e demonstrou apresentar alta capacidade de selamento de cavidade
cistica, agcdo hemostatica local, incremento da capacidade de adesdao em

anastomose de nervos faciais e em microcirugias vasculares.

Os Selantes de Fibrina tém sido utilizados como agente hemostatico local
apos cirurgias orais em pacientes portadores de coagulopatias. Martinowitz &
Schulman (1995) relataram o uso da cola de fibrina (*home made”) em
procedimentos de extragdo dentaria em pacientes portadores de coagulopatias
hereditarias (hemofilia e doenca de von Willebrand), coagulopatias adquiridas
(pacientes em uso de anticoagulantes orais) e em outras deficiéncias de
coagulacao. Os autores demonstraram que o Selante de Fibrina possibilitou a
realizacdo de procedimentos cirdrgicos com redugdo do consumo de fatores de
coagulagdo nas coagulopatias hereditdrias e apresentou um bom efeito

hemostatico nos pacientes anticoagulados.

Rakocz et al., (1993) relataram o uso da Cola de fibrina em 135 extracdes
dentarias em 25 pacientes hemofilicos e em 43 portadores de outras
coagulopatias, sem prévia reposicao de fatores de coagulagdo. Os autores
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descreveram que houve um segundo episdédio de sangramento em 9 de 12
pacientes portadores de Hemofilia A Grave, e demonstraram que o aumento da
concentracao de trombina no selante, associado ao bochecho com antifibrinolitico
(acido tranexamico), reduziu os episddios de sangramento para 3 de 25 pacientes.
Somente os pacientes portadores de hemofilia apresentaram sangramentos

secundarios.

Correa et al., (1996) relataram 90 procedimentos de extracdo dentaria em
30 pacientes Hemofilicos e em 10 pacientes portadores da Doenca de von
Willebrand. A Cola de fibrina foi utilizada como meio auxiliar de hemostasia local
apds as extracdes dentarias. Os pacientes foram divididos em dois grupos, um
grupo de pacientes recebeu uma dose previa de terapia de fatores de coagulacao
(50UI/Kg) associado com uso da cola de fibrina apds as exodontias. Outro grupo,
nao recebeu terapia de reposicao de fatores de coagulagao prévia, somente a cola
de fibrina foi utilizada como meio de hemostasia local. Os resultados do trabalho
mostraram que no grupo onde foi utilizada a terapia de reposi¢cdo associada ao
uso da cola de fibrina, das 42 extracbes feitas, 32 (76%) nao apresentaram
sangramento secundario. No grupo onde semente a cola foi utilizada, foram
realizadas 48 exodontias onde 41 (85%) nao apresentaram sangramento

secundario, o que foi estatisticamente significativo.

Isarangkura et al., (1999) relataram o uso da cola de fibrina em 145
diferentes procedimentos cirargicos (cirurgias cardiacas, extracdes dentérias,
cirurgias ortopédicas) realizadas em pacientes com diversas coagulopatias. Nesse
grupo, foram realizadas 43 extracdes dentarias e somente em 3 (7%) houve
necessidade de terapia de reposicao de fatores de coagulacdo para controle de
episédios de sangramentos secundarios. Os autores ainda chamaram atencgao
que o uso da cola de fibrina possibilitou a realizagdo desses procedimentos,

reduzindo significativamente o custo final dos mesmos.

Wepner et al., (1986) em um trabalho retrospectivo englobando um periodo
de 8 anos (1977 a 1985) avaliaram o uso do Selante de Fibrina Comercial em
1143 procedimentos cirargicos orais realizados em 293 pacientes sob
anticoagulacao oral, 54 hemofilicos, 14 portadores da Doenca de von Willebrand,

61 pacientes portadores de outras coagulopatias e em 12 pacientes nao
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coagulopatas. Os autores concluiram que para aqueles pacientes coagulopatas, o
uso do Selante de Fibrina possibilitou a realizacdo dos procedimentos com
seguranga, ndo havendo necessidade da retirada da medicagdo anticoagulante.
Os autores relataram que a obtencdo da hemostasia para os pacientes
hemofilicos, mesmo com o uso do selante, foi mais dificil. Dezesseis deles (29%)
apresentaram sangramento secundarios as exodontias, sendo necessario a

terapia de reposicao posteriormente aos procedimentos.

Piot et al., (2002) relataram o uso de Selante de Fibrina Comercial em 103
extracdes dentarias em 45 pacientes hemofilicos; 32 pacientes portadores da
Doenca de von Willebrand e em 16 pacientes portadores de outras doencas
hemorragicas. Os pacientes plaguetopénicos receberam transfusdes de plaquetas
e os hemofilicos, terapia de reposi¢ao de fatores de coagulacdo previamente aos
procedimentos. O Selante de Fibrina Comercial foi utilizado em todos os
procedimentos. Os resultados demonstraram que em apenas dois procedimentos

em pacientes hemofilicos apresentaram sangramentos secundarios.

5.2 — Estudo Experimental com Adesivos Teciduais no Processo

de Reparacao Tecidual

Os Selantes de Fibrina tém sido utilizados em diferentes estudos
experimentais para avaliacao de sua influéncia na reparacao tecidual. Os Selantes
sao utilizados em suas férmulas originais ou como veiculos de introducao de

outros elementos que possam interferir no processo cicatricial.

Dinges et al., (1986), realizaram um estudo experimental, histomorfométrico
da cicatrizagao epitelial em ratos recebendo adriamicina endovenosa e aplicacao
local de Selante de Fibrina. Os autores demonstraram que o grupo que recebeu
adriamicina apresentou um retardo no processo cicatricial, mesmo na presenca do
selante. No grupo tratado somente com o selante, foi observado um grande
aumento da formacdo de tecido de granulacdo constituido basicamente por
fibroblastos. Apesar do processo inflamatério intenso, a composicao celular nao
mostrou ter sido alterada pela presenca do adesivo.
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Romanos & Strub, (1998) estudaram a influéncia do Selante de Fibrina na
matriz extracelular assim como as alteragdes da matriz de tecido conectivo
durante o processo de cicatrizacdo de derme de ratos. Os resultados
demonstraram que o Selante de Fibrina era biocompativel, e ndo produziu um
processo inflamatério extenso na matriz. A neoformagao vascular, a formacao de
interface de tecido conectivo epitelial com alta estabilidade, assim como a
formacdo de matrizes com alta resisténcia contra enzimas proteoliticas

(colagenases) também podem sofrer influéncia do Selante de Fibrina.

Scardino et al., (1999) avaliaram histologicamente a cicatrizacao epitelial
sob influéncia de dois selantes diferentes, um com produto derivado de plasma
humano e outro, derivado plasma bovino. Os autores mostraram a presenca de
um infiltrado inflamatério crénico em ambos grupos, de intensidade leve a
moderada. A resposta inflamatéria foi mais persistente no grupo que utilizou o
selante de derivados bovinos, provavelmente relacionada a diferenca de filogenia
entre os produtos comerciais utilizados e o modelo animal escolhido para o
trabalho.

Grant et al.,, (2002) estudaram a influéncia de cultura de ceratinécitos
autélogos na cicatrizacdo de pele utilizando a cola de fibrina autéloga como
veiculo das células. Os autores compararam essa mistura de ceratindcitos e cola,
com um grupo controle que recebeu somente a cola de fibrina. Os resultados
demonstraram que apods quatro dias da cirurgia houve formacgdo de colbnias de
ceratindticos no leito cirdrgico. Apdés 14 dias foi observada a formacao de um
tecido cicatricial no grupo que recebeu a mistura de ceratinocitos com a cola,
enquanto que nao foi observado o mesmo padrdo de cicatrizacdo no grupo que
recebeu somente a cola. Os autores sugerem que a cola pode ser um veiculo
eficiente na liberacao de cultura de células epiteliais para potencializar o processo

cicatricial.

Petratos et al., (2002) utilizaram o Selante de Fibrina associado ao fator de
crescimento-p2 (TGF-B2) na cicatrizacdo de pele em porcos, comparando com o
processo cicatricial promovido por sutura e com o uso de apenas Selante de
Fibrina. Os autores demonstraram que, trés dias apés a cirurgia houve reversao

dos efeitos inibitérios do Selante de Fibrina na forca de tensdo do processo
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cicatricial no grupo que recebeu o Selante de Fibrina associado ao fator de
crescimento-p2 (TGF-B2), comparado com os dois outros grupos. Os autores
observaram remanescentes do Selante de Fibrina no grupo que recebeu esse
produto até o sétimo dia ap6s a cirurgia sem a organizacao de um tecido cicatricial
conforme observado nos outros grupos. No grupo que recebeu o Selante de
Fibrina associado ao fator de crescimento-p2 (TGF-B2) e no grupo de sutura, foi
observada a presenca de infiltracdo por fibroblastos e deposicdo de matriz
extracelular. Com esses resultados, os autores sugeriram que a adicao do TGF-p2
ao Selante de Fibrina pode promover uma reparacao tecidual superior quando

comparado com 0S outros grupos.

Marx & Mou, (2002), em estudo de cicatrizacdo epitelial em ratos,
demonstraram que a presenga da aprotinina do Selante de Fibrina atrasa a
degradacao da fibrina e, concomitantemente, a regeneracgao tecidual. Os autores
ainda relataram a presenca de um intenso infiltrado inflamatério na derme até o
quarto dia do estudo que se normalizou ao redor do 7° dia de avaliagdo onde
observaram completa re-epitelizacdo, com proeminente fibroplastia, deposicao de
colageno e neo-vascularizacdo ao longo da linha de incisdo. Os autores ainda
concluem que a presenca do Fator Xlll no Selante de Fibrina nao contribui

significantemente na adesao tecidual.

5.2.2 — Reparacdo Ossea

Os efeitos do Selante de Fibrina no processo de reparagao tecidual 6ssea,
principalmente em osso alveolar e, na efetividade do incremento 6sseo induzido

pelo Selante ndo estdo ainda definidos pela literatura (Soffer et al., 2003).

Estudos de implantes 6sseos heterdlogos em coelhos (Bosch et al., 1980)
e cortical 6ssea homodloga (Greco et al., 1988) mostraram que o Selante de Fibrina
produziu um reparo 6sseo precoce. As propriedades fisicas do “calo 6sseo”
parecem ser maiores quando essas sao oriundas do Selante de Fibrina (Keller et
al., 1985), mas esse efeito parece ser breve, pois apds 5 ou 7 semanas, 0S 0SS0S
parecem ter a mesma resisténcia final (Bohler J, 1982; Bieli, 1993). Em contraste,

Lucht et al., (1986) observaram que a adi¢cdo do Selante de Fibrina ndo afetou a
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formacao déssea da tibia, quando preenchida por osso autélogo em caes. Por outro
lado, o uso de fibrina gerou uma agéo inibidora natural no reparo osteocondral em
ratos (Brittberg et al., 1997).

Okamoto et al., (1995) avaliaram o processo de cicatrizagdao em tibia de 25
ratos. Os autores dividiram os animais em dois grupos, onde o primeiro recebeu
somente o Selante de Fibrina (Tissucol® - Baxter, Alemanha) e o outro grupo,
recebeu Selante de Fibrina associado ao &cido épsilon amino-caproico (EACA®).
Os animais foram sacrificados em 1, 3, 7, 14 e 21 dias apoés a cirurgia. Os autores
demonstraram que o selante ndo interferiu no processo cicatricial 6sseo, quer
sozinho ou em conjunto com o antifibrinolitico, € que em ambos os grupos, houve

reabsor¢cao completa dos materiais até 21 dias do pds-cirurgico.

O processo de regeneragdo 6ssea alveolar em humanos foi descrito por
Amler (1969). Segundo o autor, que estudou a sequiéncia da regeneracao alveolar
em cadaveres, a fase inicial se caracteriza pela presenca da formacao do coagulo
intra-alveolar, seguido pela substituicdo desse coagulo por tecido de granulacéo
apos aproximadamente 7 dias da exodontia. Nesse periodo também pode
aparecer osteoides na base do alvéolo. A substituicdo do tecido de granulacao por
tecido conectivo se da aproximadamente 20 dias do pds-operatério. Ao redor de
38 dias pos-extragdo, 1/3 do alvéolo esta preenchido por trabeculado ésseo. A
primeira evidéncia de epitelizacao acontece ao redor de 4 dias pds exodontia e a

fusao, acontece entre 24 a 35 dias ou mais.

O processo de cicatrizagdo 6ssea alveolar em ratos € bem determinado
pela literatura. Carvalho et al., (1997), demonstraram em estudo histomorfométrico
que, no final da primeira semana ha formag¢ao de um delicado trabeculado 6sseo
permeado por osteoblastos, principalmente na area apical € no terco médio da
face interna da parede bucal do alvéolo apés a extragcdo do incisivo superior de
ratos. Durante esse periodo, podem ser observados vasos neoformados e coagulo
remanescente, principalmente na regido central. Na segunda semana, ocorre
neoformacdo Gssea progressiva e o alvéolo é igualmente preenchido por tecido
conectivo maduro e trabeculado ésseo. Na terceira semana, todo o alvéolo é

preenchido por um trabeculado 6sseo fino, observado até a 6°semana. Na
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avaliacdo histomorfométrica os autores demonstraram que o processo de
cicatrizagao alveolar pode ser continuo, mesmo ap6s os primeiros 21 dias, como
anteriormente relatado (Okamoto & Russo, 1973; Santos Jr & Melhado, 1990).
Bodner et al.,, (1993) estudaram o processo de cicatrizagdo alveolar em ratos
através de imagens radiologicas consecutivas, mostrando que ao redor do dia 28
apods a extragdo do molar inferior, o alvéolo dentario mostrou que a regiao apical
possuia uma densidade éssea maior, quando comparada com a regiao cervical.
Os autores discutem que, a razao para que o processo de cicatrizacao na regiao
apical seja mais rapido que na regiao cervical, pode estar relacionado a menor

area total, quando comparada com a regido cervical.

Okamoto et al., (1994), estudaram o papel do coagulo na formacédo do
tecido de granulacdo em osso alveolar pés-extracdo dentdria. Os autores
avaliaram o tecido de granulagdo em 2 grupos de ratos, sendo que em um deles, 0
coagulo era removido com irrigagdo salina 6 ou 8 minutos apds a extracao
dentaria. Os animais foram sacrificados apds 12 horas, 1, 4, 7 e 10 dias do pos-
cirtrgico. Os autores concluiram que no grupo onde o coagulo foi removido houve
um atraso do processo cicatricial, quando comparado com o grupo controle. Os
autores salientam a importancia da qualidade, da constituicdo, da manutencgéo e

da retracao do coagulo no processo de cicatrizacao alveolar.

Alves-Rezende & Okamoto (1997) demonstraram que o uso do Selante de
Fibrina no processo de cicatrizacdo alveolar em ratos nao interfere na cicatrizacao,
e, que o selante permitiu a neoformacgéo 6ssea. A persisténcia do selante, mesmo

apoés 24 dias da extracdo nao interferiu na evolugao do processo cicatricial normal.

Ycel et al., (2003) em estudo de cicatrizacdo alveolar em ratos utilizando
Selante de Fibrina, demonstraram que o processo de cicatrizacdo éssea no grupo
que utilizou o Selante de Fibrina houve um maior incremento ésseo em relacao ao
grupo controle, que foi submetido a sutura local. No grupo de Selante de Fibrina,
nao houve reacédo de corpo estranho, formagdo de abcesso e necrose quando

avaliados histologicamente, em comparagao ao grupo controle.
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Os dados da literatura demonstram que os Selantes de Fibrina comerciais
assim com a cola de fibrina “home made” sao eficazes no controle da hemostasia
local, principalmente em pacientes portadores de coagulopatias. Entretanto,
apesar do reconhecido papel dos agentes fibrinoliticos encontrados na cavidade
bucal, principalmente na vigéncia de processos inflamatérios, nao foram
encontrados trabalhos que correlacionassem os indices de saude bucal dos
pacientes hemofilicos com a efetividade do uso da cola de fibrina autéloga como
agente hemostatico apds extracoes dentarias.

O papel do Selante de Fibrina como indutor do processo cicatricial em pele
€ reconhecido, entretanto os resultados da literatura sao controversos,
principalmente quando relacionados aos riscos de formagdo de fibrose. Este
padrao cicatricial pode estar associado aos diferentes componentes do Selante de

Fibrina assim como as variacées de suas concentracoes.

A avaliacdo prospectiva da cicatrizagdo 6ssea alveolar induzida pelo uso
isolado do Selante de Fibrina é pouco explorada pela literatura. Os autores
discutem a acao do Selante como veiculo de outras substancias osteoindutoras. A
cola de fibrina “home made” nao foi até o momento, estudada prospectivamente

no processo de cicatrizagédo alveolar.
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Objetivos
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1. Estudo clinico da eficiéncia da Cola de fibrina em procedimentos

cirurgicos odontologicos em pacientes hemofilicos como agente hemostatico local.

1.1 — Avaliar a influéncia dos indices de saude bucal na eficacia da
cola de fibrina como agente hemostatico local.

2. Avaliar a participacao do Selante de Fibrina Comercial no processo de
reparagao tecidual em pele em ratos.

3. Avaliar a influéncia do Selante de Fibrina Comercial e da Cola de fibrina

na reparacao tecidual alveolar apés extracao dentaria em ratos.
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Capitulo I — Estudo Clinico Do Uso da
Cola de Fibrina apos Extracoes Dentdrias

em Pacientes Hemofilicos
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Pacientes e Métodos
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.1 — Pacientes

Foram avaliados retrospectivamente 31 procedimentos cirdrgicos
odontoldgicos realizados em 31 pacientes portadores de hemofilia acompanhados
no Ambulatério de Hematologia e no Ambulatério de Odontologia do Hemocentro
da Unicamp, durante o periodo de 1996 a 2000. A média de idade do grupo foi de
32 (13-72) anos. Todos os procedimentos de extragdo dentaria foram realizados

sem prévia reposi¢ao de fatores de coagulacao.

Nesse grupo de 31 pacientes, oito pacientes eram portadores de Hemofilia
Grave (<1 Ul/dL Fator VIII/1X), 10 Hemofilia Moderada (>1-<5 Ul/dL Fator VIII/IX) e
13 apresentavam Hemofilia Leve (=5 Ul/dL Fator VIII/IX) (Goldman et al., 2000).
Todos os pacientes foram avaliados previamente quanto a presenca de Inibidores
dos Fatores VIII/IX (anticorpos neutralizantes da funcdo coagulante do Fator
VIII/IX) (Kasper, 1991; Verbruggen et al., 1995; 2002).

I.1.2 — Avaliacao Clinica

Os pacientes foram submetidos a avaliagao clinica odontol6gica onde foram
coletados o indice Gengival (IG) preconizado por Lée e Silness (1963),0 indice de
Placa (IP) por Lée (1964). As condicdes dentarias foram avaliadas pelo indice de
dentes cariados, perdidos e obturados (CPOD) preconizado pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS, 1977). A avaliacdo dentaria foi ainda complementada
com radiografia panoréamica. Os indices |G e IP foram coletados no dia do
procedimento de extragdo dentaria, enquanto que o CPOD na primeira consulta do

paciente.

O Indice Gengival tem como propésito avaliar a gravidade da gengivite e
sua localizagdo em quatro sitios possiveis. Os tecidos ao redor de cada dente
foram divididos em quatro unidades gengivais mensuraveis (papila distovestibular;
margem vestibular, papila mesiovestibular e toda margem lingual). A mensuragao
foi feita através da sonda periodontal, que é um instrumento com ponta romba, e
espelho bucal. Assim, cada uma das quatro unidades dentaria péde ser avaliada
segundo os critérios descritos na Tabela (2) (Carranza & Newman, 1996). O indice
Gengival pode ser usado para avaliar um segmento da boca ou um grupo de
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dentes (L6e H., 1964). Para esse trabalho, foram avaliados seis dentes indices
(primeiro molar superior direito; incisivo lateral superior direito; primeiro pré-molar
superior esquerdo; primeiro molar inferior esquerdo; incisivo lateral inferior
esquerdo e o primeiro pré-molar inferior direito).

O resultado obtido da soma dos valores de cada regiao mensurada e da
divisdo dos mesmos pelo nimero de dentes examinados foi considerado com o
valor do IG do paciente. Os valores numéricos do |G foram associados

clinicamente a diferentes graus de gengivite, conforme descrito na Tabela (3).

Tabela 2: Critérios para o indice Gengival (Silness & Loe &, 1963).

indice Gengival

0 = Gengiva normal

1 = Inflamagdo leve, pequena alteragdo de cor, pouco edema; nenhum
sangramento a palpacao*
2 = Inflamacao moderada, rubor, edema e superficie brilhante; sangramento a

palpacao*

3 = Inflamacdo grave, rubor intenso e edema, ulceragdes; tendéncia a

sangramento espontaneo**

*sonda periodontal percorre horizontalmente a parede de tecido mole da entrada do sulco gengival
** Loe H, 1967.

Tabela 3: Valores numéricos associados ao grau de gengivite (adaptada de
Carranza & Newman).

Score Gengival Grau de Gengivite
0,1-1,0 Leve
1,1-2,0 Moderada
2,1-3,0 Grave

O indice de Placa (IP) (Tabela 4) avalia a espessura de placa na &rea
gengival do dente. Por ter sido desenvolvido como um componente de

comparagéo do |G de Lée e Silness (1967), ele examina as mesmas unidades de
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contagem dos dentes: distovestibular, vestibular, mesiovesibular e lingual. O
exame é realizado utilizando-se espelho bucal e uma sonda exploradora dentaria
apdés o dente ser secado com jato de ar. Como na avaliagdo anterior, foram
utilizados os mesmos dentes indices (primeiro molar superior direito; incisivo
lateral superior direito; primeiro pré-molar superior esquerdo; primeiro molar
inferior esquerdo; incisivo lateral inferior esquerdo e o primeiro pré-molar inferior
direito). Da mesma forma, o resultado obtido da soma dos valores de cada regiao
dentaria mensurada e da divisdo dos mesmos pelo nimero de dentes examinados
foi considerado com o valor do IP do paciente. Os valores numéricos do IP foram
associados clinicamente a quantidade de placa bacteriana, conforme descrito na
Tabela (4).

Tabela 4: Critérios para o indice de Placa Silness & Loe, 1964.

indice de Placa

0 = Nenhuma placa na area gengival

1 = Uma pelicula de placa aderida a margem gengival livre e a &rea adjacente do
dente. A placa pode ser reconhecida apenas correndo-se uma sonda pela

superficie do dente

2 = Acumulo moderado de residuos moles dentro da bolsa gengival, na margem

gengival e/ou na superficie adjacente do dente que pode ser vista a olho nu

3 = Abundancia de matéria mole dentro da bolsa gengival e/ou na margem

gengival e na superficie adjacente do dente*

*Lée, 1967

O indice CPOD representa a média do nimero total de dentes permanentes
cariados (C), perdidos (P) (extraidos e ou com extracao indicada) e obturados (O)
em um grupo de individuos. A letra inicial “D” acrescida ao final significa “dente”,
para diferenciar de outros indices, como por exemplo, aquele que estuda as
superficies dentarias (S). Os resultados obtidos através dessa avaliagdo, sao
apresentados considerando-se o total de dentes CPO segundo seus componentes
e nao dente por dente como nos levantamentos locais tradicionais (WHO, 1997).
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A utilizacao deste indice neste trabalho seguiu uma linha néo estrita de
interpretacdo diagnéstica, pois todas as lesdes ou auséncias de dentes
constatadas foram levadas em consideracdo, mesmo que tivessem como causa
outras razdes que ndo a cérie dental, a doenca periodontal, motivos ortodénticos,

etc.

Foi considerado um dente cariado, aquela estrutura dentaria que
apresentava evidéncias clinicas de descalcificacdo, existindo uma cavidade
definida com descoloracdo ou opacidade ao longo das margens, em quaisquer
faces (vestibular, lingual — palatina, mesial, distal ou oclusal). Manchas brancas
(fase inicial do processo de descalcificacao do esmalte) ndo cavitadas e fissuras
ou cicatriculas pigmentados nao foram considerados como carie. Dentes
restaurados que apresentavam infiltracées ou outros pontos cavitados também
foram considerados como cariados, assim como os restos radiculares (presenca

somente da raiz dentaria).

Foram considerados como dentes obturados aqueles que apresentassem
um material restaurador reconstituindo-os, ndo apresentando infiltragbes, nem
fraturas ou qualquer outra alteracdo que pudesse ser sugestiva de presenca de
carie.

As auséncias dentarias no arco foram avaliadas como “dentes perdidos”.
Em caso de duvida sobre o motivo da auséncia, foi questionado ao paciente se ele
se lembrava do por qué da extracdo e também foi avaliado a presenga ou

auséncia do dente correspondente.

As indicacdes de extracao dentérias foram baseadas na presenca de caries
profundas com envolvimento pulpar, doenca periodontal avancada com perda da
insercdo 6ssea > 50%, ou a presenca de raizes residuais. Tambéem foram
extraidos dentes por indicacao ortodéntica.
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1.1.3 — Protocolo Cirurgico

1.1.3.1 — Pré Cirurgico

1.1.3.2 — Preparo da cola de fibrina autéloga

Os 31 pacientes Hemofilicos foram encaminhados para o Ambulatério de
Hematologia para a coleta de 50ml de sangue periférico para o preparo da cola de
fibrina Autbloga. A cola de fibrina autéloga foi preparada segundo técnica descrita
por Moraes et al. (1998), pelo Laboratério de Hemostasia do Hemocentro da
Unicamp.

Técnica de Preparo da Cola de fibrina

Sangue periférico (50mL) foi coletado em tubos contendo citrato de sédio a
3.8% (9:1). O plasma foi obtido apds a centrifugacado do sangue por 10 minutos a
3000rpm. Fibrinogénio plasmatico foi purificado usando a técnica de precipitacao
por glicina. Sulfato anidro de magnésio e sulfato de bério (concentragédo final:
20mM/L e 90g/L, respectivamente) foram adicionados ao plasma (25mL), agitado
por uma hora e o sobrenadante foi fracionado por centrifugagdo. Glicina foi
adicionada lentamente até uma concentragdo final de 2.2M/L e o produto foi
agitado por 30 min seguido por centrifugacdo (3000 rpm). O sobrenadante
resultante dessa segunda centrifugacao foi descartado e o material depositado foi
resuspenso para o volume inicial, usando solucao de citrato de sodio (0.055M; pH
7.4). O processo utilizando a glicina foi repetido. Finalmente, o material depositado
foi resuspenso em solugcédo tampao de PBS para a obtengdo de uma concentracao
final de fibrinogénio. O fibrinogénio obtido foi acondicionado em pequenos tubos

plasticos (ependorfs) de 3ml e congelado a -20°C.

Quando necessario, o fibrinogénio autdlogo foi descongelado e
resuspendido com cloreto de célcio (40mM). A solucdo foi colocada em uma
seringa de insulina (cerca de 3mL) e em outra seringa, era adicionado 3mL de
trombina bovina (3001U). As duas seringas eram unidas com fita crepe para que
0os volumes pudessem ser injetados simultaneamente no fundo do alvéolo
dentario, preenchendo-o totalmente.
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1.1.3.3 — Preparo do paciente

Nenhum paciente incluido na avaliacdo recebeu terapia de reposicao de
fatores de coagulagédo previamente a extracdo dentaria. Foi prescrito a todos os
pacientes, o uso de antifibrinolitico oral (acido e-amino m-caproéico - Ipsilon®
Nikkho Brasil, llha do Governador, RJ, Brasil) na posologia de 200mg/kg via oral a
cada 8 horas, iniciando 24 horas antes do procedimento e mantendo por no
minimo uma semana. A indicacao antibiotica foi feita de acordo com as
necessidades locais, ou seja, na presenca de lesdes apicais, fistulas ou doencas
periodontais avangadas. O antibiético de escolha foi a amoxacilina na posologia
de 500mg via oral, a cada 8 horas durante cinco dias muitas vezes associado ao
metrodinazol na posologia de 250mg a cada 8 horas (Haffajee et al., 2001).

Os pacientes que apresentaram hemorragia pés-cirurgica foram avaliados e
a conduta adotada foi a terapia de reposigao de fatores de coagulagao (50Ul/kg)
associado ao antifibrinolitico endovenoso (Ipsilon® 20mg). A reavaliagao
odontolégica foi sempre realizada 24 ou 48 horas ap6s o atendimento do episddio

hemorragico.

1.1.3.2 — Trans-cirurgico

Os procedimentos cirurgicos foram feitos seguindo técnica cirurgica
odontoldgica para extracdo simples. Para os dentes da mandibula a técnica
anestésica empregada foi a interligamentosa (periodontal) evitando assim, a
técnica do bloqueio do ramo do nervo alveolar inferior (Evans & Aledort, 1978).
Apoés as extracoes, as feridas cirdrgicas foram suturadas com fio de algodao 3-0,

nao reabsorvivel.

A Cola de fibrina Autéloga foi preparada e mantida sob refrigeragéo até o
momento do uso. Ap6s a sutura, a cola de fibrina foi colocada no interior do
alvéolo até seu completo preenchimento. O material excedente foi removido e uma
gaze embebida com Ipsilon® (10 mL - ampola de 1g) foi colocada no local por

aproximadamente uma hora.
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1.1.3.3 — Pés-Cirurgico
Os pacientes foram mantidos no Ambulatério até pelo menos uma hora
apds o procedimento e foram dispensados apds o Ultimo exame intra-oral para a

certificacdo de que ndo haveria sangramento imediato.

~

Os pacientes foram orientados quanto a alimentacdo (ndo ingestdao de
alimentos quentes e duros até o momento da remogao da sutura) e a manutengao
da higiene oral e ao uso de gelo local (extra-oral) durante as primeiras 24 horas do
procedimento. O retorno foi marcado para apds o sétimo dia do procedimento para
reavaliacdo clinica e remogcao da sutura, com excecao daqueles casos com

sangramento.

Os pacientes foram orientados ainda a realizar compressas locais com
antifibrinoliticos (macerar um comprimido de Ipsilon®-500mg e colocar em uma
gaze, comprimindo-o contra o sitio cirdrgico) quando na presenca de pequenos
sangramentos (saliva sanguinolenta), principalmente noturnos. Nos casos onde as
medidas acima nao foram suficientes para controlar os possiveis sangramentos, o

paciente foi orientado a voltar ao servigo para reavaliagao.

I.1.4. Critérios de Avaliacao do Procedimento

A avaliagado clinica pds-extragdo dentaria seguiu os critérios descritos

abaixo:

1 — Sem sangramento — para aqueles procedimentos em que ndo houveram
quaisquer episddios de sangramento secundario, para aqueles onde os pacientes
relataram um sangramento leve (saliva sanguinolenta), mas que pode ser

controlado pelas medidas locais como compressas com antifibrinolitico e gelo.

2 — Com sangramento — para aqueles casos de sangramento secundario
nos quais houve necessidade de Terapia de Reposicao de fatores de coagulacéo

associados ou nao ao antifibrinolitico endovenoso (EV).
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1.1.5 — Seguimento do Paciente

1.1.5.1 — Critérios para avaliacao do desenvolvimento de
inibidores contra fatores de coagulacao

Todos os pacientes que foram submetidos a extragdo dentaria foram
acompanhados pelo Ambulatério de Hematologia do Hemocentro da Unicamp
através de avaliagbes clinicas e laboratoriais dos parédmetros de coagulagéao
utilizando-se dos exames de tempo de protrombina e ativagdo protrombina
(TPAP); tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPA); tempo de trombina
(TT) e fibrinogénio. Esses exames foram repetidos rotineiramente a cada seis
meses até os dias de hoje.

Foram considerados resultados positivos para a investigacao de inibidores
aqueles testes em que ndo se normalizaram os tempos de coagulacdo apds a

mistura 1:1 do plasma do paciente com plasma normal.

1.2 — Avaliacao Estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do Kurskall-Wallis H teste, com
o S Plus, 2002, Inc. Seattle, USA.

1.3 — Controles de Qualidade da Cola de fibrina Autéloga

1.3.1 — Microbiolégico

Foi utilizado o Sistema de Deteccdo Microbiana BacT/Alert®Ped-BacT™
(Organon Teknika — USA) para a deteccdo de microorganismos aerdbicos e

anaeroébicos facultativos na amostra.

Foram analisadas 19 amostras de cola de fibrina autdloga, obtidas de
pacientes hemofilicos que foram submetidos a extracao dentaria no estudo clinico.
Essas amostras foram organizadas aleatoriamente em 4 grupos na forma de
“pool” (“Pool’ 1:6 amostras, “Pool’ 2:5; “Pool” 3: 5 e “Pool’ 4:6).
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Técnica BacT/Alert®Ped-BacT™ de deteccéo:

O Sistema de Deteccao Microbiana BacT/Alert® utiliza um sensor
colorimétrico e luz refletida para monitorar a presenca e a produgéo de diéxido de
carbono que esta dissolvido no meio da cultura. Na presenga de microorganismos
na amostra testada, é produzido diéxido de carbono como resultado do
metabolismo dos substratos do meio de cultura. A cor do sensor a gas permeavel
localizado no fundo de cada frasco é alterada pelo di6xido de carbono, passando
de verde para amarelo (Thorpe et al., 1990).

Os procedimentos para o teste seguiram as instrugdes do fabricante. O
software contido no Sistema de Deteccdo Microbiana BacT/Alert® determinou se

os frascos de cultura eram positivos ou negativos.

As amostras com resultados positivos foram encaminhadas para cultura

para identificacdo do microorganismo contaminante.

1.3.2 — Quantificacao do Fibrinogénio na Cola de fibrina

O método utilizado no estudo é baseado na conversao do fibrinogénio em
fibrina por acdo da trombina (Clauss-funcional) (Von Clauss, 1957). Ao adicionar a
trombina a uma amostra de plasma o fibrinogénio é convertido enzimaticamente
em fibrina a qual se polimeriza progressivamente dando lugar a uma rede de
fiorina. O Fator Xlll ativado pela trombina catalisa a formacdo das ligagdes
cruzadas estaveis produzindo um codgulo visivel. O tempo que transcorre entre a
adicao da trombina e a formagdo do codgulo € inversamente proporcional a

quantidade de fibrinogénio da amostra (Anexo 1).

As amostras foram testadas em triplicata para cada uma das diluigdes.
Quando o tempo de coagulacao indicou um nivel de fibrinogénio muito baixo, o
teste foi repetido utilizando-se uma diluicdo do plasma de 1:5 a 1:2 ao contrario da
diluicdo 1:10 indicada na técnica. O valor obtido foi dividido por 2 ou 5,
respectivamente, para corrigir a menor diluicao. Entretanto, se o tempo da

coagulacao indicou um nivel muito elevado de fibrinogénio, o teste foi repetido
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utilizando-se uma diluicao de 1:20. O valor foi multiplicado por 2 para posterior

corregao.

A mensuracdo do fibrinogénio foi feita através da Técnica Fibriquik®
(Biomérieux, Suiga). Os resultados foram expressos em miligramas por cento
(mg%) sendo que a concentragao foi deduzida a partir de uma curva de calibragéo

com padréao de fibrinogénio (Anexo 1).
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Resultados Clinicos
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.4 — Uso da Cola de fibrina Autéloga em Extracoes Dentarias de

Pacientes Hemofilicos

Foram extraidos 53 dentes em 31 pacientes hemofilicos, todos do sexo
masculinos (media 1-4 dentes/procedimento). A mediana de idade foi de 32(13 —
72) anos. Desses, 31 pacientes, oito (26%) eram portadores de Hemofilia Grave
(HG), 10 Hemofilia Moderada (HM) (32%) e 13 Hemofilia Leve (HL) (42%).

Em seis procedimentos (19,4%) foram observados sangramentos
posteriores que foram controlados com reaplicagdo da cola de fibrina autéloga e
transfusdo de dose Unica de fator de coagulacdo (50UI/Kg). Dois pacientes
receberam, além da reaplicagdo do Selante de Fibrina, nova sutura local. Os
episédios de sangramento ocorreram em um paciente portador de Hemofilia

Grave, em trés portadores de Hemofilia Moderada e em dois Hemofilicos Leves.

Vinte e cinco procedimentos realizados em sete pacientes portadores de
HG, sete pacientes HM e em 11 com HL ndo apresentaram sangramentos (Tabela
5).

A média do indice de placa (IP) foi de 1,8 (0,3 — 3,0) nos dois grupos, com e
sem sangramento (p=0,8). A média do indice Gengival (IG) foi de 1,7 (0,66 — 3,0)
no grupo que apresentou sangramento e de 1,8 (0,5 — 3,0) no grupo que nao
sangrou (p=0,56) (Wilcoxon rank sun test - S Plus 2002 Inc, Seattle; USA)(Tabela
6).

A média global do CPOD no grupo que sangrou foi de 18 (0,3 — 30) sendo
que a média isolada dos subgrupos foram de 8,6 (4 —14) dentes cariados, 5 (0 —
11) dentes perdidos e 4 (0 — 13) dentes obturados. No grupo que ndo apresentou
sangramento, a média do CPOD foi de 19 (3 — 31), sendo 8,2 (0 — 20) dentes
cariados, 8 (0 — 26) dentes perdidos e 3,2 (0 — 14) dentes obturados (p=0,6)
(Wilcoxon rank sun test — S Plus 2002 Inc, Seattle, USA).

A presenca de necrose pulpar (carie avangada com presenca de lesdo
apical radiografica) e a presenca de raizes residuais foram as principais razdes
para a realizacao das exodontias (49 dentes). Quatro dentes foram extraidos por
indicacao ortodéntica. Levando-se em consideracao o numero de raizes, 31 deles
eram uni-radiculares (incluindo incisivos superiores e inferiores, caninos e pré-
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molares superiores e inferiores), 14 bi-radiculares (pré-molares superiores e

molares inferiores) e oito tri-radiculares (molares superiores).

Nenhum paciente apresentou qualquer alteragdo nos exames laboratoriais
que pudessem ser compativeis com a presenga de inibidores do Fator V e,
nenhum deles apresentou inibidores para os Fatores VIl ou IX durante o estudo.

Tabela 5: Pacientes e episddios de sangramento segundo a gravidade da
hemofilia; numero de dentes extraidos e nimero de raizes dentarias

Tipo Hemofilia N. de Dentes extraidos N. de Raizes Sangramento(n)
(n=31) Procedimentos  (dentes/procedimento) { ; o ; g*+ Dentes extraidos
raizes (n)

Grave 8 17 8 8 1 1 procedimentos
(1-4) 1 dente / bi**

Moderada 10 16 10 1 5 3 procedimentos
(1-4) 3 dentes / uni*

Leve 13 20 13 5 2 2 procedimentos

(1-23) 1% 3 dentes / uni

2% 1 dente / uni

*Uni = unirradicular; ** bi = bi-radicular; *** 1, 2, 3 = uniradicular, bi-radicular; tri-radicular
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Tabela 6: Correlacéo entre os indices CPOD, indice de Placa e indice Gengival e
episoédios de sangramento.

Grupo com Grupo sem P*
Sangramento Sangramento
media (min — max) media (min — max)

CPOD (total) 18 (4-27) 19 (3-31) 0,67

Cariados 8,6 (4-14) 8,2 (0-20)

Perdidos 5 (0-11) 8 (0-26)

Obturados 4 (0-13) 3,2 (0-14)
indice Placa 1,8 (0,3-3,0) 1,8 (0,2-3,0) 0,8
Indice Gengival 1,7 (0,6-3,0) 1,8 (0,5-3,0) 0,56

* Wilcoxon rank-sum test — S Plus 2002 Inc, Seattle

Capitulo I — Estudo Clinico Do Uso Da Cola de fibrina Apos Extracées Dentdrias Em Pacientes
Hemofilicos
56



1.5 — Resultados Microbioldgicos

Nos 5 “pools” submetidos ao sistema de detecgdo microbiana Bact/Alert®
(Organon  Tecknic) 2 (dois) apresentaram resultados positivos. Os
microorganismos identificados na cultura foram Staphilococcus simulans e

Candida guilliermondi.

1.6 — Resultados Bioquimicos

Dezenove amostras de plasma submetido a técnica de precipitacdo do
fibrinogénio foram analisadas para quantificagdo do mesmo. A mediana da
concentracao de fibrinogénio encontrada em 17 amostras avaliadas foi de 718,82
(133 — 1044mg/dL). Em uma amostra foi obtido um valor inferior ao controle
(133mg/dL). A Tabela (7) mostra os resultados obtidos para cada amostra
individualmente.

Tabela 7: Concentragéo de Fibrinogénio no plasma submetido a técnica de
precipitacao do fibrinogénio (Fibriquik®, Organon Teknicka).

Paciente | Concentragéo Fibrinogénio (mg/dL)
01 1174
02 >1044
03 > 1044
04 846
05 866
06 954
07 >1044
08 336
09 494
10 426
12 >1044
13 528
14 446
15 463
17 642
18 1044
19 133*
20 907
21 549

* valor abaixo do normal
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Discussao
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1.7 — Estudo Clinico do uso da Cola de fibrina Autdloga em Extracoes

Dentarias em Pacientes Portadores de Coagulopatias Hereditarias

A Hemofilia € uma coagulopatia hereditarias ligadas ao cromossomo X, que
tem como caracteristica clinica a presenca de sangramentos prolongados e risco
de hemorragias apds procedimentos cirargicos, incluindo as cirurgias
odontoldgicas (Blatt et al., 1984; Brown et al., 1986; Blanchette et al,1991; Sindet-
Pedersen, 1991).

Sangramentos secundarios a procedimentos cirurgicos-odontolégicos em
pacientes hemofilicos podem ser observados, mesmo frente a transfusao prévia
de fatores de coagulacdo (Wepner et al.,, 1982; Morimoto et al, 2003). Existem
varios protocolos na literatura que visam estabelecer a melhor maneira de se
preparar o paciente portador de hemofilia para os procedimentos cirargicos
odontoldgicos, que tentam equacionar os riscos de sangramento, com a terapia de
reposicdo de fatores de coagulacdo, com o uso de drogas antifbrinoliticas,
métodos de hemostasia local e, também, o custo final do tratamento (Needleman
et al.,, 1976; Sindet-Pedersen S & Stenbjerb S, 1986; Johnson W et al., 1988;
Martinowitz et al., 1996; Stubs & Lloyd, 2001; Ghosh et al., 2004; Brewer et al.,
2003; Frachon et al., 2005).

Piot et al.,(2002) preconizaram a terapia de reposicdo de fatores de
coagulacao para todos os pacientes hemofilicos submetidos a extracdo dentaria
(45 pacientes) sob anestesia geral ou para aqueles que receberam anestesia de
blogueio do tronco alveolar inferior. Os autores preconizaram a elevacgao do nivel
plasmatico para 50Ul/dL do Fator VIII ou IX, uma hora antes do procedimento e 24
horas apds a cirurgia. Das 103 extracbes realizadas com esse protocolo, um
paciente portador de doenca de von Willebrand tipo | € um paciente hemofilico A
leve apresentaram sangramento secundario, onde houve necessidade de nova
transfusdo de fatores de coagulacédo. Todos os pacientes estiveram hospitalizados

durante os procedimentos.

Franchon et al., (2005), avaliaram retrospectivamente um protocolo que
preconizava a terapia de reposicao de fator (50UI/Kg FVIII e 70Ul/Kg Fator 1X)

uma hora antes do procedimento, além do uso de método de hemostasia local,
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como selantes de fibrina (Tissucol® - Baxter ou Beriplast® - Aventis); gelatina
oxidada; sutura, compressao com gaze embebida em acido tranexamico durante 3
dias além de moldeiras tipo “splints” para protecdo da ferida cirdrgica. Foram
reavaliadas 55 extracbes (19 procedimentos) realizadas em 16 pacientes
portadores de hemofilia. Apesar da terapia de reposicao realizada e dos cuidados
locais, 6/19 (31,5%) pacientes retornaram com sangramento tardio (apds 24 horas
até 8 dias do poés-cirargico). Os autores ressaltam que o0s pacientes que
apresentaram sangramento eram portadores de hemofilia A grave, dois deles com
inibidor.

Selante de Fibrina tem sido utilizado em diferentes campos cirdrgicos como
meio de liberacdo lenta de drogas, como agente selador de cavidades, promotor
da cicatrizacdo, adesivo tecidual e como agente hemostatico local. Apds a
publicacdo de Matras (1997), a utilizagdo do Selante e Fibrina em procedimentos
cirurgicos odontologicos, comegou a ser disseminada, principalmente para
aquelas realizadas em pacientes portadores de coagulopatias (Wepner et al.,
1982; Piot et al., 2002; Carter et al., 2003; Carter et al., 2003).

Especificamente com pacientes hemofilicos, Martinowitz et al., (1996)
descreveram que quando o Selante de Fibrina foi associado ao procedimento
cirdrgico odontologico, a necessidade da terapia de reposicdo de fatores de
coagulacdo diminuiu em cerca de 90% dos casos. Isarangkura et al., (1999)
demonstrou a aplicabilidade da cola de fibrina produzida em Banco de Sangue
(“home made”) como meio hemostatico local para diferentes cirurgias, inclusive

extracdes dentérias de pacientes portadores de coagulopatias hereditarias.

Neste estudo foi avaliado o efeito hemostatico da Cola de fibrina Autdloga,
produzida de acordo com De Moraes et al., (1998) em extracdes dentérias de
pacientes hemofilicos, sem prévia transfusdo de hemoderivados, associado ao
uso de antifibrinolitico via oral. Na Cola de fibrina Aut6loga o fibrinogénio utilizado
advém do crioprecipitado obtido a partir da coleta de sangue periférico do proprio
paciente e, misturada com trombina bovina. Os resultados demonstraram que dos
31 procedimentos de extracdo dentaria (53 dentes removidos), foram observados
6 (19,3%) episddios de sangramentos. Os pacientes que apresentaram

sangramento receberam terapia de reposi¢cao de fatores de coagulacao (50Ul/dL)
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em dose Unica e re-aplicagao local da cola de fibrina. Nova sutura foi feita em dois
pacientes. Os sangramentos aconteceram em um paciente portador de hemofilia
grave, em trés portadores de hemofilia moderada e em dois com hemofilia leve. A
investigacdo clinica detalhada dos pacientes e a avaliagdo cirdrgica local
cuidadosa nao mostraram correlacdo entre a gravidade da hemofilia e a
ocorréncia de sangramento poés-procedimento em hemofilicos moderados (3) e
leve (2), quando comparados com os graves (1). Provavelmente, um dos fatores
que poderiam afetar os resultados obtidos em relacdo aos episddios de
sangramento, seria a utilizagdo inadequada do antifibrinolitico pelos pacientes. Em
25 (80,7%) procedimentos ndo houve sangramento secundario as extragdes
dentérias. Esses procedimentos foram realizados em sete pacientes portadores de

hemofilia grave, sete hemofilicos moderados 11 hemofilicos leves.

Frente aos resultados obtidos, o protocolo proposto, onde foi utilizada a
Cola de fibrina Aut6loga, mostrou ser eficiente no controle da hemostasia local
apos extragdes dentarias em pacientes portadores de hemofilia, sem prévia
transfusdo de fatores de coagulagcdo. A Cola de fibrina utilizada demonstrou
apresentar propriedades suficientes para promover hemostasia local, além de
mostrar capacidade de suportar a acao fibrinolitica encontrada na cavidade bucal.
A Cola de fibrina, produzida a partir de crioprecipitados tem sido utilizada como
meio hemostatico local em diferentes cirurgias orais de pacientes portadores de
coagulopatias, quer hereditarias ou adquiridas com resultados equivalentes aos
encontrados nesse trabalho (Tawes et al., 1994; Isarangkura et al., 1999; Carter et
al., 2003; Thorn et al., 2003). Isarangkura et al (1999) ressaltaram a reducéo do
custo final do tratamento cirirgico odontolégico dos pacientes coagulopatas,

quando utilizada a cola de fibrina.

Varios séo os trabalhos onde a técnica de obtengao do fibrinogénio para a
producéo da Cola de fibrina é discutida (Siedentop et al., 1985; Siendentop et al,
1986; Roy et al., 1994; Karl et al., 1995; Thorn et al., 2003). A técnica utilizada
neste trabalho (de Moraes et al., 1998) mostrou ser eficiente quanto a sua

capacidade hemostatica.

O estudo microbiolégico das amostras da cola foi feito de maneira

randomizada, de amostras armazenadas a —20°C utilizando metodologia capaz de
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deteccao de microorganismos aerdbicos e cocos anaerdbicos. Foram encontradas
contaminagbes por Staphylococcus simulans e Candida guilliermondi em dois
pools diferentes. Essas provaveis contaminagbes nao foram relacionadas com

quadro infeccioso oral apds o procedimento cirurgico.

Trombina bovina foi utilizada no preparo da cola e todos os pacientes que
entraram no estudo foram acompanhados clinica e laboratorialmente por dois
anos, e nenhuma alteracdo quanto a presencga de inibidores do Fator V ou da
Trombina foram observados. Relatos na literatura mostram que a trombina bovina
utilizada em algumas formulagdes da Cola de fibrina poderia estar contaminada
com Fator V bovino e calicreina (Jackson et al., 1996; Christie et al., 1997). A
presenca desses contaminantes de origem bovina poderia levar ao
desenvolvimento de anticorpos contra o Fator V que reagiria com o Fator V do
proprio paciente, levando a uma coagulopatia adquirida (Banninger et al., 1993).
Qutro problema associado ao uso da trombina bovina é o aparecimento de
reagdes anafilaticas, que, apesar de raras, podem apresentar sério risco ao
paciente (Tock et al., 1998).

Os Indices de Salde Bucal, como indice de Placa Bacteriana, indice
Gengival e 0 CPOD, obtidos na primeira consulta de cada paciente, foram obtidos
com o objetivo de correlacionar as condigdes de saude bucal com os episodios de

sangramento secundarios aos procedimentos.

Sao poucos os trabalhos que avaliam as condigdes bucais dos pacientes
hemofilicos adultos e que fazem correlagdo entre esses achados e o risco de
sangramento ap6s extragdes dentarias. O indice CPOD avaliado mostrou ser alto
nos dois grupos, mas nao diferiu daquele encontrado na populagao brasileira em
geral, como relatado por Pereira et al., 1996. Interessante notar que, mesmo
quando avaliado individualmente, em cada componente do indice CPOD pode ser
notada a presenca de grande quantidade de dentes cariados e extraidos (média
de 8 dentes cariados em ambos grupos, e de 5 e 8 dentes perdidos no grupo que
sangrou e que ndo apresentou sangramento, respectivamente) frente ao nimero
de dentes obturados (média 4 no grupo que sangrou € de 3,2 no que nao
sangrou), demonstrando a necessidade de um trabalho educacional de base

odontolégica com esse grupo de pacientes. Os resultados das médias dos indices
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de Placa (média 1,8 - em ambos grupos) e dos indices Gengivais (1,7 no grupo
que sangrou e de 1,8 no grupo que ndo sangrou) obtidos na primeira consulta,
indicaram que esses pacientes apresentavam placa bacteriana visivel e gengivite

moderada.

Alguns trabalhos demonstraram as condicées de saude bucal de criancas e
adolescentes hemofilicos. Correa et al., (1998) descreveram que nao existem
diferencas entre os indices de Placa Bacteriana, indice Gengival e CPOD entre as
criancas hemofilicas, as portadoras de hemoglobinopatias (talassemia e anemia
falciforme). Sonbol et al, (2001) estudaram criancas hemofilicas e relataram um
menor indice de Placa Bacteriana, quando comparado com o grupo controle. Os
mesmos autores ainda mostraram que, quando avaliado o indice Gengival nos
dois grupos, este ndo apresentou diferenca entre eles. Mielnik-Blaszczak (1999),
em estudo de saude bucal de criangas hemofilicas e portadoras da doencga de von
Willebrand, mostrou ndo haver diferencas entre as condi¢cdes de saude bucal
desses pacientes, quando comparado com criangas sadias da mesma idade.
Entretanto, o autor constatou diferencas quando comparou os grupos de criancas
hemofilicas graves e com doenca de von Willebrand, demonstrando piores
condicbes de higiene oral naqueles portadores de hemofilia.

Bjoerlin & Nilsson, (1968) mostraram que a fibrindlise em cavidade bucal é
uma das principais causas de sangramento ap6s extracdo dental em pacientes
sem distarbios de coagulacdo. Hidaka et al., (1981) relataram aumento da
atividade fibrinolitica em fluido gengival de pacientes com doencgas periodontais
quando comparados com individuos com gengivas sadias. Moody (1982) e Sindet-
Pedersen (1987), demonstraram a presenca de plasminogénio tecidual (i-PA) e
auséncia de ativadores de plasminogénio uroquinase (u-PA) na saliva humana de
voluntérios sadios. Em outro trabalho Sindet-Pedersen (1997) mostrou que a
fibrindlise na cavidade bucal pode ser inibida pela administracdo local do
antifibrinolitico (acido tranexamico). A distribuicdo plasmatica do acido
tranexamico quando administrado sistemicamente se da até no maximo 120
minutos (7microgramas/mL) e a droga nao pose ser detectada na saliva. Apos o
uso local, a concentracdo plasmatica permaneceu abaixo de 2microgramas/mL

enquanto que a concentracao na saliva foi acima de 200microgramas/mL ap6s 30
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minutos do bochecho, permanecendo em niveis terapéuticos por 2 horas. Em
1990, os autores Sindet-Pedersen et al., (1990) em um estudo em saliva nao
estimulada e em células de mucosa bucal, demonstraram que as células epiteliais
bucais produzem a maior quantidade de plasminogénio tecidual (t-PA) encontrado
na saliva total. Kinnby (2002) demonstrou haver um aumento da atividade
fibrinolitica em fluido crevicular em processo inflamatério gengival provocado por
placa bacteriana, demonstrando que a presenca de bactérias em sulco gengival
altera a correlagao entre a t-PA e do PAI-1.

No estudo apresentado, os pacientes envolvidos, apesar de apresentarem
gengivite e placa bacteriana visivel, ndo mostraram correlagéo entre os indices de
Placa e Gengival com a presencga de sangramento secundario. Sindet-Pedersen &
Jepersen (1986) demonstraram em estudo com saliva ndo estimulado de
pacientes sadios, que o ativador tecidual do plasminogénio (t-PA) encontrado na
saliva é derivado das células descamativas epiteliais descritas anteriormente como
portadoras de atividades fibrinoliticas (Southam, 1981). Em funcédo desse achado,
os autores Sindet-Pedersen & Stengjerg (1986) discutem o uso de antifibrinoliticos
(acido tranexamico) na forma de bochecho previamente as cirurgias orais
(exodontias), pois dessa forma, a atividade plasminolitica da saliva seria inibida

pelo antifibrinolitico.

Os pacientes avaliados neste estudo receberam orientacdo para a
utilizagdo sistémica do antifibrinolitico (acido e-amino-caproico - Ipsilon®).
Needleman et al., (1976) mostrou que o uso do acido e-amino-capréico (100mg/kg
— EV) concomitante a terapia de reposicao de Fatores de Coagulacao (40UI/Kg
FVIIl) foi eficaz na reducdo de complicagbes hemorragicas em pacientes
hemofilicos, apds diferentes procedimentos odontolégicos (anestesia, tratamento
periodontal e cirurgias). Frente as dificuldades econémicas encontradas pelos
pacientes desse estudo, 0 uso sistematico do antifibrinolitico ndo foi uma realidade
para todos. Portanto, como ja citado anteriormente, o sangramento secundario
encontrado nesse trabalho pode também estar relacionado ao ndo uso do

antifibrinolitico pelos pacientes.

Portanto, os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que a Cola de
fibrina produzida de acordo com de Moraes et al, (1998), associada ao uso de
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antifibrinolitico oral, foram eficientes no controle de sangramento ap6s extracoes
dentérias de pacientes portadores de hemofilia, sem prévia terapia de reposi¢ao
de fatores de coagulagdo. Os pacientes que fizeram uso da Cola Autéloga nao
desenvolveram inibidores de coagulacdo frente ao uso da trombina bovina. As
condi¢cdes de saude bucal ndo influenciaram no sangramento secundario as

extracdes dentarias.
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Casuistica, Materiais e Métodos
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Foi avaliada experimentalmente a capacidade de reparacao tecidual em
derme induzida pelo Selante de Fibrina Comercial. Os animais foram adquiridos
no Biotério Central da Unicamp e o trabalho foi desenvolvido no Biotério da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP) / Unicamp, em trabalho conjunto
com o Departamento de Patologia Oral da Faculdade. O estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da
Unicamp, sob numero de protocolo 331.

Il.1 — Casuistica

Para esse estudo foram utilizados 25 ratos da raca Wistar com cerca de
200g (cerca de sete semanas de vida), de ambos sexos.

Todos os animais foram submetidos a anestesia intramuscular com
cloridrato de ketamina 10% (10mg/kg - Francotar®, Virbac do Brasil) e 2-(2,6-
xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 cloridrato de tiazina (5mg/kg Rompun® - Bayer SA,
Brasil).

Apés a anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia da regido
dorsal, bilateralmente, onde apds a limpeza da pele com éalcool 70% foram feitas
duas incisdes (a direita e a esquerda). Em regido sub-cutanea, foram implantadas
esponjas vegetais medindo 0,5x0,5cm previamente auto-clavadas. A esponja que
foi implantada no lado direito estava embebida com o Selante de Fibrina
Comercial (Beriplast P®-Aventis-Beringher, Alemanha) enquanto a que foi
colocada no lado esquerdo serviu de controle do procedimento. O Selante de
Fibrina comercial Beriplast P® (1mL) é compostos por fibrinogénio humano (65-
115mg), trombina humana (4.600Ul), Fator Xlll (40-80Ul) e aprotinina bovina
(0.56PEU).

Os 25 animais foram divididos em 5 grupos e sacrificados com inalagao
prolongada de éter apds periodos definidos de 24 horas, sete, 14, 21 e 28 dias
apos a cirurgia. Os fragmentos retirados do sub-cutdneo foram submetidos a
processamentos laboratoriais, onde ap6s a inclusdo em parafina, cortes

subsequentes foram realizados com 5 um de espessura e foram corados em H&E
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de acordo com as normas da AFIP (Thoma, 1955) para posterior analise em

microscopico éptico.

Il.2 — Avaliacao Histomorfométrica

Para a avaliacao histomorfométrica, foi utilizado o microscépio KS 400 (Carl
Zeiss, Jena — Jena, Germany) com objetiva de aumento de 40X. Foram
selecionados 20 campos aleatérios em cada lamina sendo 10 na periferia e 10 no
centro da esponja. Na andlise histologica do material foram contados todos os
ndcleos de células inflamatérias sem distingdo do tipo celular. As laminas foram

avaliadas aleatoriamente por um unico observador.

Tanto as avaliagdes histoldégicas em microscopia épticas quanto a analise
pela histomorfometria foram realizadas as cegas, por um unico observador.

1.3 — Avaliacao Estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente utilizando-se Wilcoxon rank sum
test e o Wilcoxon rank signed test para o peso das diferengas entre o numero de
células inflamatérias de cada animal em ambos grupos — Selante de Fibrina e
Grupo Controle (S-plus 2000, Math Soft Inc, Seattle, WA).

Capitulo 11 — Estudo Experimental Da Reparagdo Tecidual Em Pele Utilizando O Selante de Fibrina
69



Resultados
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1.4 — Resultados do Estudo Experimental da Reparacao Tecidual em

Pele

Os resultados obtidos a partir das amostras obtidas dos cortes histoldgicos
da derme dos animais onde foram colocadas as esponjas embebidas em Selante

de Fibrina Beriplast P® (Aventis-Berhingher, Alemanha) estdo abaixo descritos.

11.4.1 — Grupo Controle

As amostras histolégicas obtidas da derme dos animais sacrificados no
grupo controle mostraram um processo inflamatério agudo neutrofilico, que
permeou toda a esponja, entrando em seu intersticio de forma regular, ndo
havendo predilecdo pelos diferentes espacos (interior ou periferia). O processo
inflamatdrio inicial foi seguido da formacao de um tecido de granulagao frouxo nao
colageinizado ao redor do 14° dia, com algumas células gigantes margeando a
esponja. A area da derme em que foi colocada as esponjas foi remodelada ao
redor do 28° dia pds cirlirgico. Em quatro animais, dois no 14° dia e dois no 28°
dias nao foram possiveis identificar a area onde foram colocadas as esponjas.
N&o foi observado processo infeccioso em nenhum animal e em nenhum tempo de
observacéo.

11.4.2 — Grupo com Selante de Fibrina Comercial

As amostras obtidas da derme dos animais que receberam esponjas
embebidas com Selante de Fibrina mostraram nas primeiras 24 horas, a presenca
de um material amorfo, denso, eosinofilico e homogéneo (Selante de Fibrina) no
intersticio da esponja. Células inflamatérias agudas, principalmente neutrofilicas
permaneceram na periferia da esponja, raramente conseguindo penetrar no
intersticio (regido central) da esponja.

O halo celular periférico, inicialmente constituido de células inflamatorias
agudas (neutrdfilos), foi substituido por um tecido de granulacdo formado por
células crbnicas. Poucas células inflamatérias conseguiam permear a area central

da esponja, onde uma grande porcao de Selante de Fibrina pode ser observado,

Capitulo 11 — Estudo Experimental Da Reparagdo Tecidual Em Pele Utilizando O Selante de Fibrina
71



ao redor do 14° dia. Ao redor do 21° dia, foi observado a presenca de um tecido
de granulagdo composto por linfécitos, plasmécitos e macréfagos na éarea
periférica, além de vasos congestos. Células gigantes foram observadas no
intersticio da esponja. Esse tecido de granulagdo, denso, bastante celularizado,
com fibroblastos organizados e vasos congestos circundando a esponja embebida
em Selante de Fibrina, foi persistente até o 28° dia apés a cirurgia. Células
gigantes multinucleadas puderam ainda ser observadas préximo a esponja.

Os dados histolégicos dos dois grupos estdo sumarizados na Tabela (8). As
figuras (2, 3, e 4) mostram comparativamente, os achados histolégicos
encontrados nos grupos Selante de Fibrina e Controle, durante os periodos de 7,
14 e 28 dias do pds-operatério. Nao foram observadas reagdes infecciosas em

nenhum dos animais em nenhum tempo de observagao do estudo.
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Enunciado: Cortes histolégicos da pele de rato nos dias 7, 14, 28 nos grupos com
Selante de Fibrina e no grupo controle (fotos 2, 3, e 4).

Grupo Selante de Fibrina (A) Grupo Controle (B)
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Figura 2: Fotos microscépicas (X10) obtidas 7 dias no pds-cirargico.
2A: Tecido de granulagédo ao redor do material eosinofilico (Selante de

Fibrina — seta) — células inflamatdrias ndo conseguem penetrar no material.

2B: Controle: reacao inflamatéria aguda que invade o intersticio da esponja,

produzindo uma reacao de corpo estranho (células gigantes - seta)

Figura 3: Fotos microscépicas (X10) obtidas 14 dias do pds-cirurgico.
3A: Reacdo inflamatéria densa ao redor da esponja que apresenta

permanéncia de restos de Selante de Fibrina

3B: Controle: Formagdo de um tecido de granulacdo frouxo organizado,
envolvendo todo material. Presengca de células gigantes ao redor da

esponja.

Figura 4: Fotos microscépicas obtidas 28 dias do p6s-cirurgico.
4A: Tecido de granulagcdo organizado, rico em fibroblastos envolvendo o

Selante de Fibrina remanescente (X 2.5)

4B Controle: Poucas células inflamatérias e tecido de regeneracdo frouxo

ao redor da esponja (X 10)
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Tabela 8: Achados histolégicos em pele. Estudo experimental da reparag¢ao
tecidual em pele, nos Grupos Controle e Selante de Fibrina Comercial.

Achados Histologicos

frouxo, com poucas células inflamatérias

ao redor da esponja.

Periodo* Grupo Controle Grupo com Selante de Fibrina
24 horas Inflamacao aguda Inflamacgao aguda
7 dias Inflamacéao crénica neutrofilica com Inflamagéo crénica permeando o material,
poucas células gigantes poucas células no interior da esponja.
14 dias Esparsas células inflamatérias Células inflamatédrias envolvendo a periferia
envolvendo a esponja, presenca de do material, tecido de granulagao
tecido de granulagéo em toda area do desorganizado na periferia; intenso
material. processo inflamatério no interior do material
e presencga do Selante de Fibrina.
21 dias Presenca de um tecido de granulagao Presenca de tecido de granulagao
frouxo, com poucas células inflamatérias | desorganizado rico em células inflamatérias
ao redor da esponja. cronicas na periferia. Na area central,
intensa reacgao inflamatéria com presenca
de Selante de Fibrina remanescente.
28 dias Presenca de tecido de regeneracao Presenca de denso tecido de granulagao ao

redor do material, rico em fibroblastos
enquanto que na area central, células
inflamatérias presentes ao redor do Selante
de Fibrina.

* Periodo = intervalo entre o dia de inclusdo da esponja na derme dos animais e a data de sacrificio dos

animais

1.5 — Resultados Estatisticos

Os dados (anexo 3) foram analisados através do Wilcoxon signed rank test

(S Plus 2002, Seattle, USA) para a mensuragao do peso das diferencas entre os

nuameros de células inflamatérias de cada animal em ambos grupos (Tabela 9).

Os resultados demonstraram diferengas significativas entre os dois grupos

estudados (p<0,001), conforme Tabela (10 ).
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Tabela 9: Resultados histomorfométricos do estudo experimental da reparacao
tecidual em pele, nos periodos de 24 horas, 7, 14, 21 e 28 dias apds a cirurgia nos

grupos com Selante de Fibrina e Grupo Controle.

Dias  Grupo Selante de Fibrina Grupo Controle Numero do peso das P value
Media (min-max) Media (min-max) diferencas
1 1390 (1181-2267) 1516 (803-1616) 25 0.04
7 1211 (1021-1595) 750 (585-849) 20 <0.001
14 2479 (1242-2934) 1092 (997-1346) 72 <0.001
21 1052 (803-1874) 880 (590-1902) 64 <0.001
28 3008 (1476-3515) 936 (877-1157) 9 0.002

* Wilcoxon signed rank test

Tabela 10: Mensuracao das diferencas ponderadas entre os numeros de células
inflamatdrias encontradas nos Grupos de Selante de Fibrina e Controle do estudo
experimental da reparacao tecidual em pele.

Periodos Comparacao entre Comparacao entre Diferengas ponto a Diferengas ponto a
grupos grupos *@ ponto para cada ponto ***
grupo/dia de coleta
*%(3)
Controle | SelanteFibrina | Controle | SelanteFibrina | SelanteFibrina/Controle | SelanteFibrina/Controle
N n PO IN n pe) n pe© n p®
24 horas 5 5 0,69 25 0,04
7 dias 4 5 0,016 20 <0,001
14 dias 8 9 |[<0,001|%8 30 |<0,001 75 <0,001 |190 | <0.001
21 dias 8 8 0,23 64 <0,001
28 dias 3 3 0,10 9 0,002

*normatizado pela mediana de controle e agrupando todos os dias de coleta

**normatizado por controle

*** normatizado do controle e agrupando todos os dias de coleta

GSF= grupo Selante de Fibrina

GC= grupo controle

1=grupo Selante de Fibrina versus grupo controle para cada dia de coleta
2= grupo Selante de Fibrina versus grupo controle, normatizados pela mediana de controle e agrupando todos os dias de coleta

3=[valor(GSF) - valor (GC)]/ | valor (GC) | (ponto a ponto) para cada dia de coleta

4=[valor(GSF) - valor (GC)]/ | valor (GC) | (ponto a pontoO agrupando todos os dias de coleta

5= Wilcoxon rank-sum test
6= Wilcoxon signed-rank test
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Células

Células

”

Os resultados do estudo histomorfométricos estdo demonstrados nos “boxplosts
nas figuras 5, 6, 7, 8 e 9 definidos pelos quartis superiores e inferiores, onde a

mediana do numero de células é marcada pela subdivisdo das caixas.

Figura 5: Boxplots mostrando o numero de células encontradas nos grupos com
Selante de Fibrina e Grupo Controle.
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Figura 6: Boxplots mostrando o numero de células encontradas nos grupos com
Selante de Fibrina e Grupo Controle (dados n&o normatizados).
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Figura 7: Boxplots mostrando o numero de células encontradas por grupos (com
Selante de Fibrina e Grupo Controle), normatizados pelas medianas dos controles
e agrupadas em relacéo ao dia da coleta.

(adimensional)

controle

Selante de Fibrina

(Pvalor do teste de Wilcoxon - soma de ranks)

78

Capitulo 11 — Estudo Experimental Da Reparagdo Tecidual Em Pele Utilizando O Selante de Fibrina




Figura 8: Boxplot mostrando as diferencas ponto a ponto do nimero de células
dos grupos com Selante de Fibrina e Grupo Controle, normatizados pelos valores
de controle para cada dia de coleta (1, 7, 14, 21 e 28 dias) apds a cirurgia.
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Figura 9: Boxplots mostrando as diferengas ponto a ponto do nimero de células
dos grupos com Selante de Fibrina e Grupo Controle, normatizados pelos valores
de controle e dias de coleta agrupados.

™ T T 1
P < 0.001

© N=190
o o

(7]

c

[3]

£

kel

&

(/2]

s

=}

3 —

[&]

(]

©

o

[]

£

S

Z

e Y S U

Grupo Controle e Grupo Selante de Fibrina

Capitulo 11 — Estudo Experimental Da Reparagdo Tecidual Em Pele Utilizando O Selante de Fibrina
79



Discussdo
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11.6 — Estudo Experimental da Reparacao Tecidual em Pele utilizando

Selante de Fibrina

Os selantes de fibrina ou mesmo as colas de fibrina (“home made”)
possuem grande aplicabilidade clinica, principalmente por mimetizar a via final da
rede de coagulacao e contribuir no processo inicial da reparacgéao tecidual (Soffer et
al., 2003).

Os componentes dos selantes participam ativamente desses processos. A
concentracao de fibrinogénio presente nos adesivos de fibrina determina a “forca”
mecanica do coagulo e pode indicar a sua capacidade de selamento (Kjaergard &
Weiss, 1994). A fibrina atua como barreira hemostatica e meio de migracao celular
(Matras, 1985; Schlag & Redl, 1988). A trombina, cuja concentragdo presente no
selante determina a velocidade de formagao do coagulo, também funciona como
agente mitégeno para fibroblastos e para células endoteliais (Soffer et al., 2003).
O Fator Xllla cataliza a reagéo dos inibidores de plasmina, colageno e de outras
glicoproteinas, como fibronectina, vitronectina, trombospondina e fator de von
Willebrand e d& suporte para a manutengdo do coagulo no sitio “selado”
(Martinowitz & Saltz, 1996).

Entretanto, existe uma diferenca quantitativa dos componentes dos
adesivos teciduais que varia conforme a metodologia de producdo e que podem
influenciar significativamente nos resultados finais do seu uso, principalmente no

processo de reparacéao tecidual (Abdala, 2003).

Matras (1982), quando descreveu as propriedades dos selantes de fibrina,
discutiu também que a estabilidade do coagulo € determinada pela acao
fibrinolitica presente na area a ser “selada” e pela concentragcdo do agente
antifibrinolitico presente no coagulo. O coagulo proveniente do uso do selante,
segundo a autora, deve possuir adesividade suficiente para prevenir o
deslocamento da area “selada”, e, ao mesmo tempo, ser fisiologicamente
reabsorvivel para que o processo de cicatrizacdo tecidual ndo seja atrasado.
Segundo a autora, uma das maiores vantagens do uso do Selante de Fibrina esta
na prerrogativa de que o selante é fisiologicamente reabsorvivel. Nesse mesmo

relato, a autora sugere que a concentracao ideal de aprotinina para enxerto de
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pele e selamento de dura, seria ao redor de 3000KIU/mL. Kuderna (1979) relata
que, para anastomose de nervo periférico, a concentragao de aprotinina ideal seria
ao redor de 100KIU/mL. Michel & Harmand (1990), discutindo ainda a acao dos
componentes dos selantes de fibrina no processo de cicatrizacdo tecidual,
estudaram o efeito da trombina e do célcio no crescimento de fibroblastos
humanos e na producao de colageno. Os autores demonstraram que fibroblastos
provenientes de pele humana, na presenca de 50lU de trombina/mL e de 2M de
ions de célcio, poderiam aumentar a sintese de colageno tipo | e Ill, melhorando

assim, o processo cicatricial.

Clark (2000) em um trabalho de revisdo de literatura sobre a agdo do
Selante de Fibrina na reparacao tecidual discute que, o uso do selante como
promotor da cicatrizagéo tecidual e na prevencao de adesao abdominal parece ser
contraditério, ja que um agente que promove reparo de tecido pode aumentar a
capacidade de adesao tecidual e nao preveni-la. O autor ainda ressaltou que ha
muitos dados inconsistentes na literatura, devido aos diferentes selantes utilizados
nos estudos, diferentes modelos animais, diferentes situacdes clinicas e métodos
de aplicagdo do mesmo. Segundo analise da literatura, o autor comentou a
necessidade da padronizagdo dos selantes de fibrina e dos meios de aplicagéo

dos mesmos para que essas discrepancias na literatura possam ser resolvidas.

No estudo apresentado foi estudado o processo cicatricial em pele, induzido
pelo Selante de Fibrina comercial Beriplast P®- (Aventis-Beringher, Alemanha). O
Selante Beriplast P® contém fibrinogénio humano (65-115mg), trombina humana
(4.600UI), Fator XIII (40-80Ul) e aprotinina bovina (0.56PEU). Em nenhum grupo
estudado houve infecgdo. Nos dois grupos foram encontradas reacdes
inflamatérias de corpo estranho (presenca de células gigantes), que
provavelmente estavam relacionadas a presenca da esponja. Os resultados
encontrados também demonstraram que no grupo onde o Selante de Fibrina foi
inserido, houve uma intensa reacgao inflamatéria quando comparada com o grupo
controle. Essa reacao inflamatéria era composta de células inflamatéria agudas,
seguida pela formagao de um processo de inflamacéao crénico e por um tecido de
granulacédo rico em fibroblastos. Esse infiltrado persistente rico em fibroblastos
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sugere que em longo prazo, poderia haver formagdao de um processo cicatricial

rico em colageno e, conseqlentemente, mais fibrose.

A reacgdo inflamatéria no grupo de ratos que recebeu o selante foi
persistente até o periodo final do estudo (28 dias). No grupo controle, o processo
de reparacdo tecidual seguiu um curso aparentemente normal, mostrando a
formacado de um tecido cicatricial na area onde a esponja foi colocada. A reacao
inflamatéria encontrada no grupo de estudo parecia estar relacionada a presenca
remanescente do Selante de Fibrina. Interessante notar que, as células
inflamatérias da fase aguda ou mesmo as da fase cronica, permaneceram na
periferia do material (esponja e selante), sugerindo que o Selante formou uma
massa densa nao permitindo que a penetracdo das células inflamatérias no

intersticio da esponja, contrario do que aconteceu no grupo controle.

Esses achados estdo de acordo com os resultados do trabalho de Hanson
& Quinn (2002). Os autores estudaram os diferentes componentes dos selantes de
fiorina na quimiotaxia dos neutréfilos e demonstraram que o aumento da
concentracao de fibrina do selante resulta na inibicdo da habilidade dessas células
migrarem através do coagulo. Esse resultado foi ligado a concentragao de fibrina,
ou seja, um coagulo com concentragdao de >2,0mg/mL de fibrina, pode bloquear
completamente a quimiotaxia dos neutréfilos. A presenca do FXIII também
influencia a quimiotaxia, ou seja, os autores sugerem que selantes com deficiéncia
de FXIII permitem uma maior migracdo neutrofilica quando comparados com as
preparagdes que contém o FXIIl. Segundo os autores, a presengca de
antifibrinoliticos ndo interfere na migragao celular. Os autores concluem que a
formulacdo dos selantes pode influenciar no processo de cicatrizagdo tecidual,

principalmente no respeito a quimiotaxia de neutrofilos.

A persisténcia do Selante de Fibrina por 28 dias do pds-cirurgico coincide
com os resultados do trabalho feito por Krishnan et al., (2003). Os autores
estudaram o processo cicatrizacdo em pele, em figado e em dura mater de ratos,
utilizando dois tipos diferentes de selantes comerciais, um com antifibrinolitico
(aprotinina e acido épsilon- aminocaproico), e outro sem esses produtos. Os
autores demostraram nao haver diferenca na capacidade de adesdo dos tecidos

pelos dois grupos de selantes. Entretanto, nos resultados em pele, os autores
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demonstraram a permanéncia do selante com antifibrinoliticos, até 15 dias do pds-
cirurgico, enquanto que no outro grupo, o selante ja havia sido reabsorvido. Em
dura mater, ndo houve diferenga no crescimento ésseo entre os dois grupos. Os
autores sugerem que € desnecessario o uso de antifibrinoliticos no Selante de
Fibrina, pois a permanéncia por longo tempo do selante no tecido pode afetar
desfavoravelmente a migracao das células de reparo, agindo em detrimento da
cicatrizagdo epitelial.

Em contraste, Hafez et al., (2004) em estudo histolégico, onde foi utilizado o
Selante de Fibrina (Tissel®- Baxter, Austria) como meio auxiliar na cicatrizagdo de
correcao do cordao peniano em coelhos demonstrou a formacao de angiogénese
e infiltrado inflamatério na camada de selante até duas semanas do pés-
operatorio. Os autores ainda comentaram que o Selante de Fibrina proporcionou o
crescimento controlado do numero de fibras colagenas, demonstrando efetividade
no procedimento cirurgico proposto. Da mesma maneira, Saltz et al (1991) usando
cola de fibrina demonstraram bons resultados estéticos apds aplicagdo da cola em

feridas de mao e face, sem formacéao de fibrose.

Scardino et al., (1999) e Virgilio et al., (1999) demonstraram em modelo
animal, a presenga de um processo inflamatorio crénico moderado e persistente
por cerca de 30 dias do pds-operatdrio, em dorso de ratos. Os autores sugeriram
que a persisténcia do processo inflamatério, associado com infecgdo, isquemia
tecidual e reacao inflamatéria de corpo estranho poderiam precipitar fatores que
aumentariam a formacao de adesao tecidual indesejavel.

Portanto, os resultados desse trabalho sugerem que o Selante de Fibrina
comercial Beriplast P®- (Aventis-Beringher, Alemanha) no modelo animal
estudado, promoveu um processo inflamatério intenso e persistente até o final do
periodo de estudo, quando comparado ao grupo controle. Esses resultados
demonstram que esse selante pode induzir a formacao de fibrose no processo de

cicatrizagao de pele.
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Casuistica, Materiais e Métodos

Capitulo 111 — Estudo Experimental Da Reparagdo Alveolar Utilizando Cola de fibrina E Selante de
Fibrina Comercial

86



Foi avaliada experimentalmente a capacidade de reparacao éssea alveolar
induzida pela Cola de fibrina e pelo Selante de Fibrina Comercial, comparada com
um Grupo Controle. Os animais foram adquiridos do Biotério Central da Unicamp e
o trabalho foi desenvolvido no Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(FOP)/Unicamp, em conjunto com o Departamento de Patologia Oral da
Faculdade. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacéo
Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Unicamp, sob niumero de protocolo 331.

lll.1 — Casuistica

O estudo da avaliacdo do processo de cicatrizacdo éssea alveolar foi feito
com 75 ratos da raca Wistar, com sete semanas de vida (cerca de 200g),
independente do sexo do animal.

Todos os animais foram submetidos a anestesia intramuscular com
cloridrato de ketamina 10% (10mg/kg de peso - Francotar®, Virbac do Brasil) e 2-
(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 cloridrato de tiazina (5mg/kg de peso Rompun® -
Bayer SA, Brasil).

Depois de anestesiados, foi extraido o incisivo central superior direito de
cada animal com férceps infantil nimero 1 (para incisivos superiores) (Okamoto,
1973).

Apls a extragdo os animais foram divididos em 3 grupos distintos, onde os
alvéolos foram preenchidos com a Cola de fibrina, com Selante de Fibrina
Comercial (Beriplast P®), sendo que o ultimo grupo de animais ndo recebeu
nenhum selante sendo considerado como Grupo Controle. O local da extracéo foi
suturado e os animais receberam alimentacao com ragao pulverizada até sete dias
no pés-operatorio.

A Cola de fibrina foi preparada a partir de crioprecipitado obtido dos
pacientes hemofilicos que entraram no estudo clinico, seguindo a técnica
preconizada por De Moraes et al (1983). As caracteristicas bioquimicas da Cola
de fibrina utilizada sao; fibrinogénio (846-1208 mg/dL); trombina bovina (300Ul) e
cloreto de célcio (25mg/ml). Nenhum antifibrinolitico foi incorporado a esse
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selante. O Selante de Fibrina Beriplast P® é compostos por fibrinogénio humano
(65-115mg), trombina humana (4.600Ul), Fator Xlll (40-80Ul) e aprotinina bovina
(0.56PEU). A técnica de aplicacao intra-alveolar foi similar aquela empregada na
clinica odontolégica, tentando preencher o alvéolo totalmente, até extravasar. O

material excedente foi recortado e a mucosa suturada.

Os animais foram sacrificados com inalacdo prolongada de éter em
periodos de 24 horas, 7, 14 e 28 dias ap6s a cirurgia. Os cranios foram
dessecados e submetidos a descalcificacdo em solucdo de acido
etileodiaminotetracético 4,13% p/v (E.D.T.A Invitrogen®, EUA), pH8,0 em
temperatura ambiente e sob agitacdo constantes por cerca de 07 a 10 dias.
Posteriormente, foram feitos cortes longitudinais e sec¢des transversais para
inclusédo em parafina. Da seccéo transversal foram originadas duas porcoes, a
porcao anterior, que incluia da cervical a mediana do alvéolo e a porgao posterior,
que envolvia da por¢cdo média até a apical. Apds a inclusdao em parafina cortes
subsequentes foram realizados com 5 um de espessura e foram corados em H&E
de acordo com as normas da AFIP (Thoma, 1955) para posterior analise em

microscopico ético.

lll.2 — Avaliacao Histomorfométrica

O estudo morfométrico foi realizado utilizando o microscépio KS 400 (Carl
Zeiss, Jena — Jena, Germany) em objetiva de aumento de 10X. A mensuracao da
area de osso neoformado foi feita em dois pontos aleatérios (regido apical e tergco
médio da por¢ao posterior / area cervical e média anterior) de cada porgao. Foi
realizado o contorno da area 6ssea com o “mouse” do computador, em area
estatica definida pela imagem projetada no computador. A calibracdo do aparelho
seguiu os seguintes parametros: distancia X e Y: 100 um; escala X e Y: 0,323625
um/pixel sendo o resultado final dado em pum (Figura 10). As laminas foram

analisadas aleatoriamente as cegas por um Unico observador.

Capitulo 111 — Estudo Experimental Da Reparagdo Alveolar Utilizando Cola de fibrina E Selante de
Fibrina Comercial

88



Figura 10: Foto da tela do programa KS-400(Carl Zeiss, Jena — Jena, Germany),
mostrando a delimitacdo da area de osso neoformado.
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lll.3 — Avaliacao Estatistica

Os dados foram estudados estatisticamente, utilizando-se o Tukey test,
Regressao Multipla e ANOVA considerando o tempo de cicatriza¢ao (incidéncia de
0sso neoformado induzido pelos diferentes selantes) em cada periodo de tempo
estudado (S-plus 2000, Math Soft Inc, Seattle, WA).

Capitulo 111 — Estudo Experimental Da Reparagdo Alveolar Utilizando Cola de fibrina E Selante de
Fibrina Comercial

89



Resultados
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lll.4 — Resultados da Avaliacao Experimental da Reparacao Alveolar

utilizando Cola de fibrina ou o Selante Comercial

Os resultados da analise das amostras obtidas dos cortes alveolares dos
grupos que receberam Selante de Fibrina Beriplast P® (Aventis - Berhingher,

Alemanha); Cola de fibrina e Grupo Controle, mostraram:

lll.5 — Resultados Histolégicos

lll.5.1 — Grupo Controle

Nas primeiras vinte e quatro horas do pés-cirurgico, o alvéolo dentario do
rato mostrou-se preenchido por um processo hemorragico intenso, presente tanto
na porg¢ao posterior quanto na anterior das amostras obtidas. N&o foi observada a
presenca do “saco embriondrio dentario” nos cortes analisados. As amostras
avaliadas apds 7 dias do procedimento mostraram um processo cicatricial inicial,
com formacao de matriz 6ssea em ambas porcdes estudadas que evolui para a

reparagao 6ssea, nao completa, até o dia 28 do pés-cirurgico.

l11.5.2 — Grupo com Selante de Fibrina Comercial

O grupo que recebeu o Selante de Fibrina Comercial no alvéolo nao foi
possivel observar a presenca do Selante na porcéo apical do corte “posterior” em
duas das amostras obtidas (2/5). Nas primeiras 24 horas do pds-cirurgico, pode
ser observado uma grande quantidade de sangue intra-alveolar em ambas
porcdes (anterior e posterior). Na avaliagdo do grupo de 7 dias, foi identificada
matriz é6ssea e uma grande area de 0sso neoformado pode ser observada até o
final do periodo de estudo. Reminiscéncia do Selante de Fibrina comercial pode

ser observado intra-alveolar até o 28° apés a cirurgia.

Foi observada também, a presenca éareas de retencdo de sangue

envolvidas por matriz 6ssea em todos as amostras obtidas até o 28° do pds-
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operatério, o que nao foi vista no Grupo Controle. As Figuras (11-17) mostram os

achados histolégicos encontrados durante o periodo de estudo.

l11.5.3 — Grupo com Cola de fibrina

Nas primeiras vinte e quatro hora do pds-operatério pode ser observada
uma grande quantidade de sangue intra-alveolar. A presenca da Cola de fibrina
nao pode ser identificada, pois havia uma material eosinofilico, provavelmente
resultante da mistura do sangue animal com a cola de fibrina. No sétimo dia, pode
ser observada a presenca de matriz éssea, e, em todos as laminas, a presenca de
sangue envolto por osso neoformado. Apos esse periodo, houve a formagao de
matriz 6ssea até o final do periodo de avaliagdo, com a manutencao de pequenos
grupos de sangue envolto por matriz e 0osso neoformado, como o observado no
Grupo com Selante Comercial.

As figuras (11-14) mostram os achados histoldgicos de neoformacao éssea,
das regides “Posterior” dos Grupos Controle (GC), Cola de fibrina (CF) e Selante
de Fibrina Comercial (SF), apés 24 horas, 7, 14 e 28 dias pos-cirurgico,
respectivamente. As figuras (15-17) mostram os achados histoldégicos da
neoformacgao 6ssea na regido “Anterior” dos Grupos Controle (GC), Cola de fibrina
(CF) e Selante de Fibrina Comercial (SF), nos periodos de 7, 14 e 28 dias pés-
cirurgico, respectivamente.
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Enunciado: Cortes histolégicos da regidao alveolar posterior nos Grupos Controle,
Cola de fibrina e Selante Comercial, nos periodos de 24 horas, 7, 14 e 28 dias do
pés cirurgico (fotos 11, 12, 13 e 14).

Grupo Controle Cola de fibrina Selante Comercial
24 horas
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Figura 11: Fotos microscépicas obtidas apds as primeiras 24 horas do pos-
cirurgico (X25).

Grupo Controle: presenca de sangue intra-alveolar
Grupo Cola de fibrina: presenca de sangue intra-alveolar

Grupo Selante de Fibrina: presenca de sangue intra-alveolar

Figura 12: Fotos microscépicas obtidas no 7° dia pés —cirdrgico (X25).

Grupo Controle: remanescente do processo de sangramento intra-alveolar
Grupo Cola de fibrina: formagdo de matriz 6ssea e osso neoformado;

presencga de sangue envolto em matriz éssea

Grupo Selante de Fibrina: formacédo de matriz 6ssea e 0sso neoformado
circundando nucleos de sangue, o selante comercial ndo foi perceptivel

histologicamente.

Figura 13: Fotos microscépicas obtidas no 14° dia pés —cirtirgico (X25).

Grupo Controle: regeneracdo Ossea praticamente envolvendo todo o

alvéolo

Grupo Cola de fibrina: regeneracdo &ssea alveolar envolvendo um
material eosinofilico, provavelmente cola de fibrina, que engloba

remanescente sangu ineo.

Grupo Selante de Fibrina: presenca de matriz éssea e osso neoformado,
além de areas com remanescente sanguineo (provavelmente Selante de
Fibrina).

Figura 14: Fotos microscépicas obtidas no 28° dia pés —cirdrgico (X25).

Grupo Controle: matriz déssea e o0sso neoformado, praticamente
preenchendo todo alvéolo

Grupo Cola de fibrina: matriz 6ssea e osso neoformado, mas ainda pode
ser observado a presenca de restos de sangue envoltos por material

eosinofilico

Grupo Selante de Fibrina: matriz éssea e 0sso neoformado, com presenga

de resto de sangue envolto por matriz 6ssea
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Enunciado: Cortes histolégicos da regidao alveolar posterior nos Grupos Controle,
Cola de fibrina e Selante Comercial, nos periodos de 7, 14 e 28 dias do pés
cirurgico (fotos 15, 16 E 17).

Grupo Controle Cola de fibrina Selante Comercial

7 dias
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Figura 15: Fotos microscépicas obtidas no 7° dia pés-extragdo dentaria (X25).

Grupo Controle: sangue intra-alveolar

Grupo Cola de fibrina: sangue intra-alveolar, mostrando pequenos nudcleos
de neoformacao éssea

Grupo Selante de Fibrina:. Sangue intra-alveolar e epitélio de esmalte

Figura 16: Fotos microscépicas obtidas no 14° dia pés-extragdo dentaria (X25).

Grupo Controle: areas de neoformagdo Ossea envolvendo areas com
sangue
Grupo Cola de fibrina: matriz 6ssea e formagdo de vacuolos onde pode

ser observada a presenca de uma material eosinofilico, provavelmente cola

de fibrina, juntamente com restos de sangue.

Grupo Selante de Fibrina: presenca de matriz é6ssea e osso neoformado,

além de areas com remanescente sanguineo.

Figura 17: Fotos microscépicas obtidas no 28° dia pés-extragdo dentaria (X25).

Grupo Controle: matriz 6ssea e osso neoformado praticamente em todo

alvéolo envolvendo algumas areas com sangue

Grupo Cola de fibrina: matriz 6ssea e osso neoformado, mas ainda pode
ser observada a presenca de restos de sangue envolto por material

eosinofilico, provavelmente cola de fibrina.

Grupo Selante de Fibrina: matriz éssea e osso neoformado, com presenca
vacuolos onde pode ser observado a presenca de material eosinofilico

juntamente com resto de sangue
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I11.6 — Resultados Estatisticos

lll.6.1 — Regiao Posterior

Os dados analisados estdao na planilha (Anexo 4). Foram utilizados os
testes de Regressao Multipla e ANOVA para a avaliagao dos resultados obtidos
sobre as variaveis “Posterior” e “Anterior”. O fator “Cola” conta com trés niveis;
Selante Comercial; Cola de fibrina e Grupo Controle; ao passo que o fator Tempo
conta com quatro niveis (1, 7, 14 e 28). Como todos os niveis dos dois fatores
foram combinados gerando um total de 12 (doze) grupos, tratou-se de um
experimento inteiramente casualizado com arranjo fatorial de dois fatores (3x4). O
teste de Tukey foi utilizado para comparagdes de médias que permitiu definir quais

eram diferentes entre si.

Os resultados do ANOVA mostraram que o fator “Cola” (p=0,0034) e o fator
“Tempo” (p<0,001) foram significativos para o procedimento cicatricial alveolar.
Quando testados entre si, o resultado nao foi estatisticamente significativo
(p=0,3895) (Tabela 11).

O teste de Tukey permitiu concluir que o resultado obtido a partir das
médias das areas de reparacao 6ssea do “Cola de fibrina” é significantemente
inferior daquela obtida nos grupos “Selante Comercial” e “Controle” (p<0,005). A
Tabela (12) mostra as médias e intervalos de confianca nos diferentes niveis do
fator “Selante”.

A Tabela (12 e Figura 18) demonstra a analise de comparacdes dos grupos
de Cola de fibrina, Selante de Fibrina Comercial e Grupo Controle, através das
meédias, desvios padrédo e intervalos de confianca da variavel “Posterior”
calculados com base nos dados obtidos. Nessa tabela podemos observar uma
menor formacao 6ssea regenerativa no grupo que utilizou a Cola de fibrina e um
aumento da neoformacdo no grupo do Selante de Fibrina Comercial, quando
comparados com o grupo Controle.
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Tabela 11: Andlise da variancias para um experimento inteiramente casualizado
sobre a area de neoformagao 6ssea alveolar, com arranjo fatorial dos Grupos
Selante de Fibrina Comercial, Cola de fibrina e Tempo da regido “Posterior”.

Causa da variagao GL Soma dos Quadrados Estatistica
Quadrados Médios F p
Adesivo 2 0.22312070  0.11156035 6.41 0,0034
Tempo 3 3.98940659 1.32980220 76.46 <.0001
Linear 1 2.23842996  2.23842996 128.70 <.0001
Quadratica 1 1.20065778 1.20065778 69.03 <.0001
de Tempo
Cola/Tempo 6 0.11244629  0.01874105 1.081 0.3895
Residuo 47 0.81745145  0.01739258
Total corrigido 58 5.28214616

Coeficiente de Determinagcao (RZ) :0.845243
Coeficiente de variadncia (C.V.) : 2.3565439
GL = grau de liberdade

Tabela 12: Comparacdo das médias da area de neoformagéo 6ssea alveolar dos
grupos Selante de Fibrina Comercial (Beriplast P®), Cola de fibrina e Grupo
Controle da regido Posterior, através das médias, desvios padrao e intervalos de
confianca da variavel “Posterior” - Teste de Tukey (a=0,05)

Limite de confianga 95%

Grupos N média Desvio padrao Inferior / superior Grupos de Tukey*
Selante de 20 551921.48 280311.29 687027.20 416815.76
. A
Fibrina
Controle 20 483217.75 220391.25 586364.03 380071.47 A
Cola de fibrina 21 409823.08 244023.91 524029.78 295616.37
B

*Médias com letras iguais néo se diferem entre si.
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Figura 18: Médias e intervalos de confianca obtidas a partir das areas de
neoformacdo déssea dos grupos Grupos Cola de fibrina, Selante de Fibrina e
Grupo Controle, da variavel “Posterior”. Barras com a mesma letra ndo diferem
entre si (Teste de Tukey, a=0,05).
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Quando se comparam as médias do “Tempo” em relacdo aos diferentes
grupos de tratamento “Colas”, pode-se observar que o processo regenerativo
ocorreu nos trés grupos de forma similar, sem influéncia do Adesivo de Fibrina
utilizado, conforme mostra Figura (19 e 20).
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Figura 19: Médias e intervalos de confianca obtida a partir das areas de
neoformacdo désseas dos grupos Cola de fibrina, Selante de Fibrina e Grupo
Controle, da variavel “Posterior”. Barras com a mesma letra nao diferem entre si
(Teste de Tukey, a=0,05)
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Figura 20: Regressoes polinominais quadraticas das areas de neoformacao éssea
dos Grupos Selante de Fibrina, Cola deFibrina e Grupo controle, na variavel
“Posterior” em fungao do Tempo.
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1ll.6.2 — Regiao Anterior

Os resultados do ANOVA mostraram que o fator “Adesivo” (p=0,0014) e o
fator “Tempo” (p<0,001) foram significativos para o procedimento cicatricial
alveolar. Quando testados entre si, o resultado nado foi estatisticamente
significativo (p=0,7453).

Quando estudado os valores obtidos na avaliagdo da porgcdo anterior dos
alvéolos dos trés grupos pelo Teste de Tukey, pode ser observado que a média de
area neoformada no grupo da Cola de fibrina foi significantemente menor as
médias obtidas nos grupos Selante de Fibrina Comercial e Grupo Controle
(p<0,005) conforme Tabela (13 e 14). A Figura (21) demonstra as médias e
intervalos de confianca obtidos a partir da analise da variavel “Anterior”.

Tabela 13: Analise da variancias para um experimento inteiramente casualizado
sobre o Estudo Experimental da Regeneragdao Ossea Alveolar, com arranjo fatorial
dos Grupos Cola de fibrina, Selante de Fibrina Comercial, Grupo Controle e
“Tempo” da regiao “Anterior”.

Soma dos Quadrados Estatistica
Causa da variagao GL Quadrados Méedios F P
Adesivo de Fibrina 2 235107.946 117553.973 7.59 0.0014
Tempo 3 1067233.036  355744.345 22.97 <.0001
Linear 1 965649.3278  965649.3278 62.35 <0.001
Quadratica 1 66196.3266  66196.3266 4.27 0.0441
de Tempo 0.58 0.7453
Cola/Tempo 6 53788.858 8964.810
Residuo 48 743432.950 15488.186
Total corrigido 59 2086168.576

Coeficiente de Determinagao (R%) : 0.643667
Coeficiente de varidncia (C.V.) : 16.92110

GL= grau de liberdade
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Tabela 14: Comparagao das medias das areas de neoformagéo éssea obtidas no
Estudo Experimental da Regeneragdo Ossea Alveolar, nos grupos de Selantes de
Fibrina, Grupo Cola de fibrina e Grupo Controle, através das médias, desvios
padrao e intervalos de confianca da variavel “Anterior” - Teste de Tukey (a=0,05)

Limite de confianga 95%

Grupos N média Desvio padrao Inferior / superior Grupos de Tukey*
Selante de 20 666538.29 294809.51 804513.39 528563.20
. A
Fibrina
Controle 20 593796.96 225281.12 702378.98 48521493 A B
Autélogo 21 472821.30 242644.10 583271.57 362371.03
B

*Médlias com letras iguais nao se diferem entre si.

Figura 21: Médias e intervalos de confianca das areas de neoformacéo 6ssea dos
Grupos Selante de Fibrina, Cola de fibrina e Grupo Controle, da regidao “Anterior”
nos diferentes niveis do fator “Tempo”. Barras com a mesma letra nao se diferem
entre si. Teste de Tukey (a=0,05)
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Quando se comparam as médias do “Tempo” em relacdo aos diferentes
grupos de tratamento “Adesivos”, pode-se observar que houve um indicio de
diferenca entre as médias do “tempo 1” (24 horas apds a extracdo dentdria) em
relagéo as outras medias obtidas em outros tempos, conforme mostra a Figura (22
e 23), mas o comportamento do processo de reparacao independe do tratamento
dado ao alvéolo em sua porg¢ao anterior.

Figura 22: Médias e intervalos de confianca das areas de neoformacéao 6ssea da

regido “Anterior” nos diferentes niveis do fator “Tempo”. Barras com a mesma letra
nao se diferem entre si. Teste de Tukey (a=0,05).
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Figura 23: Regressdes polinominais quadraticas dos resultados das &reas de
neoformacgao éssea da regiao “Anterior ” em fungdo do Tempo.
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ll1.6.3 — Estudo das médias das areas de neoformacao

O6ssea das regioes “Anterior” e “Posterior”

A andlise da variancia (ANOVA) realizada mostrou que o efeito do “Adesivo
de Fibrina” (p<0,005) e “Tempo” (p<0,005) sao significativos, mas avaliando-se em
conjunto “Adesivo de Fibrina” e “Tempo” a interacdo entre os dois ndo €
significativa (p=0,95).

Quando avaliada a Cola de fibrina comparada com ao Selante Comercial, o
resultado mostrou um aumento significativo na neoformagéo 6ssea no grupo com

Selante Comercial (p<0,001 — Teste de Tukey).

Quando analisados os resultados da média das &reas obtidas das variaveis
“Anterior” e “Posterior” pode ser observado que as amostras (Cola de fibrina,
Selante Comercial e Grupo controle) ndo se diferenciaram entre si no periodo de
tempo, em relagéo ao processo de cicatrizagdo 6ssea alveolar. Esses resultados
estdo exemplificados pelos boxplots (Figuras 24 e 25) onde as caixas sao
definidas pelos “quartis” superiores e inferiores e a mediana da area é marcada
pela subdivisdo das caixas.

Quando comparados os grupos de “Adesivos de Fibrina” (Cola de fibrina e
Selante Comercial) com o Grupo Controle, o Selante Comercial apresentou um
discreto incremento no processo cicatricial (p=0,05), enquanto que a
Cola de fibrina apresentou um discreto “retardo” no processo comparado com o
Grupo Controle (p=0,15)(Teste de Tukey) (Figura 25). Apesar dessa diferenca, os
Selantes nao influenciam negativamente o processo cicatricial alveolar, conforme

mostra Figura (25).
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Figura 24: Boxplot representando a média das areas de neoformacao éssea
obtidas nos grupos Cola de fibrina, Selante Comercial e Grupo Controle em cada
periodo estudado.
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Figura 25: Gréafico onde os pontos representam as médias totais obtidas das
areas de neoformacao Ossea, obtidas das porgcées “Anterior” e “Posterior” dos
grupos Cola de fibrina, Selante de Fibrina e Grupo Controle. Gréafico A mostra a
variacdo da neoformacdo éssea em relacdo aos diferentes grupos estudados,
enquanto o Grafico B a neoformacao 6ssea em relacdo ao Tempo.
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Discussao
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lll.7 — Estudo Experimental da Reparacao Alveolar utilizando Cola de

fibrina e Selante de Fibrina Comercial

Estudos sobre o efeito do uso do Selante de Fibrina no processo de
cicatrizacao 6ssea ainda sao conflitantes (Soffer et al., 2003). Bosch et al., (1980)
e Greco e al., (1988) demonstraram que o Selante de Fibrina produziu uma melhor
reparacao 6ssea em implante ésseo heterélogo e em implante de cortical 6ssea
homdloga em coelhos. Keller et al., (1985) relataram que as propriedades fisicas
do “calo 6sseo” induzido pelo Selante de Fibrina, principalmente quanto a
resisténcia, parecem ser melhores quando comparadas com grupos controles,
entretanto esse efeito parece ser temporario, ja que alguns autores demonstram
que essa melhora da resisténcia se iguala a grupos controles, apdés 5 ou 7
semanas (Bohler, 1982; Bieli, 1993). Lucht et al., (1986) demonstraram que 0 uso
do Selante de Fibrina juntamente com pedaco de osso autdlogo em tibia de
cachorro, ndo interferiu na cicatrizagao 6ssea. Turgut et al., (1999) demonstraram
que o selante pode retardar a fusdo osteogénica em enxerto de cortical 6ssea em
gatos. Sullivan et al., (1997) utilizaram cola de fibrina homoéloga e autéloga em
cirurgia de aumento de seio maxilar em 10 pacientes, demonstrando que ha
eficacia da cola como na consolidagdo do enxerto 6sseo, e como também na

reparacdo da membrana sinusal.

Neste trabalho foi estudado o processo de reparacdo Ossea alveolar
induzido pelo uso do Selante de Fibrina comercial (Beriplast P®,
Aventis/Beringher) e pela cola de fibrina apds extragdo do incisivo superior de
ratos, comparado com um grupo controle. Os resultados demonstram que a
reparacao 6ssea ocorreu durante o periodo de estudo (28 dias), sem presenca de
infeccao clinica. Yicel et al., (2003) em estudo sobre os efeitos do Selante de
Fibrina em cicatrizagdo de feridas de cavidade oral, demonstraram que o uso do
Selante de Fibrina proporcionou uma cicatrizacdo éssea sem formagao de reagao
inflamatoria de corpo estranho, nem mesmo de infecgbes secundarias, servindo
também para protecdo da ferida cirurgica, ja que o autor ndo usou sutura para

protecao do alvéolo p6s-extracdo dentéria dos ratos.
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Okamoto et al., (1994) demonstraram a importancia da manutencao do
coagulo alveolar para o processo de cicatrizagdo normal. Neste trabalho, o
coagulo pode ser observado no interior do alvéolo durante as primeiras 24 horas
até o sétimo dia do pdés-operatdrio. No grupo que utilizou o Selante de Fibrina,
pode ser observada a permanéncia de sangue envolto pelo Selante até o periodo
final do estudo. Esse sangue pode ter sido oriundo do sangramento intra-alveolar
pds-extracdo e que permaneceu envolto pela densa massa formada pelo Selante.
No grupo onde a Cola de fibrina foi utilizada, a identificag@o histolégica da Cola de

fibrina foi dificultada em fungao do sangramento intra-alveolar.

O uso de Selante de Fibrina em cavidade oral, mesmo em modelos
animais, pode ser influenciado pela agao fibrinolitica encontrada em gengiva
(Lindberg et al.,, 2001) e em epitélio da mucosa oral (Myhre-Jensen & Astrup,
1971). Nossos resultados mostraram que mesmo apds 28 dias do pos-cirurgico,
remanescentes do Selante puderam ser observados dentro do alvéolo,
provavelmente em consequéncia da agédo do antifibrinolitico deste produto.
Resultados semelhantes foram descritos por Okamoto et al., (1995). Dificil afirmar
se 0 mesmo aconteceu com o grupo que recebeu a Cola de fibrina, ja que a
identificacdo histolégica da Cola foi prejudicada provavelmente por ter se
misturado com o coagulo do alvéolo. Essa observacédo pode ser justificada pela
diferenca entre as concentragdes dos componentes dos adesivos. A Cola de
fibrina apresentou, em média, uma concentracdo de 718 (133 — 1044mg/dL) de
fibrinogénio e de 300Ul/mL de trombina. O Selante tinha uma concentracao que
variava entre 65-115mg/mL de fibrinogénio e 4.600UI/mL de trombina.

Os resultados do estudo histomorfométrico mostraram que ndo houveram
diferencas significativas entre o tempo e o processo cicatricial entre 0os grupos
estudados, demonstrando que o Selante de Fibrina e cola de fibrina nao
interferiram no processo cicatricial. Entretanto foi observado a partir da avaliagao
do 7° dia apds a extracdo, que o grupo que recebeu Selante de Fibrina
apresentava uma maior area de osso neoformado em comparagdo com o grupo
da cola (p<0,005), porém nao foram estatisticamente diferentes quando
comparados com o grupo controle. Essas diferencas permaneceram até o final do
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periodo do estudo. Nao houve diferengas nas areas de 0sso neoformado entre as
porcdes posteriores (apicais) e as por¢des anteriores (cervicais) em todos os

grupos estudados.

Esses resultados podem ser comparados com os descritos por Carvalho et
al., (1997), que estudaram o processo cicatricial alveolar em ratos. Os autores
demonstraram que no final da primeira semana apdés a extracdo do incisivo
superior houve formagdo de um delicado trabeculado 6sseo margeado por
osteoblastos, principalmente no apice alveolar e no terco médio na face interna da
parede palatina, além da presenca de tecido conectivo abundante, vasos
neoformados e codgulos na regido central do alvéolo. Os autores ainda ressaltam
que no final da segunda semana, foi observada uma neoformacdo &ssea
progressiva e, que no final da terceira semana, todo alvéolo parecia ter sido
preenchido com um fino trabeculado 6sseo, presente até a sexta semana do
estudo. Na avaliagdo histomorfométrica, os autores relataram a quantificagao
progressiva do 0sso neoformado em paralelo ao decréscimo do volume de tecido
conectivo até a sexta semana do estudo, mostrando também uma significante
diminuigdo do volume do trabeculado ésseo no tergo cervical do alvéolo durante
todo o tempo de estudo, com excec¢do da sexta semana. Esse estudo demonstrou
que o processo de cicatrizagdo alveolar em ratos ultrapassa o periodo de seis

Semanas.

Okamoto et al., (1995), demonstraram em estudo sobre regeneragdo 6ssea
na presenca do Selante de Fibrina, que o selante (Tissucol® Baxter, Austria) ndo
interferiu na formagdo do tecido conectivo e 6sseo. Os autores também
constataram a presenca do Selante de Fibrina no alvéolo 21 dias ap6s a extragao
dentaria, o que ndo interferiu no processo de cicatrizagdo Ossea. Entretanto,
Fabris et al., (1998) descreveram que o Selante de Fibrina poderia inibir a
proliferacdo das células do ligamento periodontal, responsaveis pela proliferagao
de fibroblastos na fase inicial do processo de cicatrizacao alveolar (Shafer et al.,
1998).

Tayapongsak et al., (1994) demonstraram através de avaliacao radiografica,

que a utilizagdo de cola de fibrina propiciou a consolidagdo éssea precoce na
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reconstrucdo maxilar em 33 pacientes. Lekovic et al., (2001) também obtiveram
bons resultados com o uso da associagdo de cola de fibrina autéloga com osso

bovino mineral na correcao de defeitos intradsseos.

Poucos sdo os trabalhos que avaliaram a &rea de o0sso neoformado
induzido por cola de fibrina em alvéolo apds extracao dentaria. As colas de fibrina
sdo usualmente utilizadas como agente hemostatico local ap6s extracbes ou
cirurgias orais maiores, principalmente naqueles pacientes portadores de
coagulopatias (Blinder et al., 1999; Halfpenny et al., 2001). Em outras situagdes
cirlrgicas, as colas sado associadas a outros elementos como, por exemplo,

membrana de Teflon no tratamento de defeitos intradsseos (Cortellini et al., 1995).

Portanto, nossos resultados demonstraram que a cola de fibrina néo
contribuiu significativamente para a neoformacao éssea comparada ao Selante de
Fibrina comercial e ao grupo controle e, que o uso desse produto como

osteoindutor necessita ser melhor avaliado.
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1 — Avaliacdo da influencia da cola de fibrina autéloga em cirurgias orais de
pacientes portadores de hemofilia:

1.1 — a cola de fibrina foi efetiva como agente hemostatico local apéds
extragdo dentéria de pacients hemofilicos, reduzindo significantemente a terapia

de reposicao dos fatores de coagulacéo;

1.2 — os indices de saude bucal IP, IG e CPOD mostraram que as
condicbes de saude bucal nao influenciaram na eficacia da cola de fibrina como
agente hemostatico local;

1.3 — a metodologia proposta por de Moraes et al (1998) para a producao
da cola de fibrina mostrou ser tecnicamente viavel e efetiva na promocdo da

hemostasia local;

1.4 — a cola de fibrina produzida com trombina bovina utilizada apo6s a
extracao dentaria ndo induziu a formacao de inibidores contra fator V e trombina.

2 — A influéncia do adesivo de fibrina na reparacéao tecidual em ratos:
2.1 — Estudo experimental em pele:

2.1.1 — o Selante de Fibrina no modelo de processo cicatricial
utiizado, promoveu uma reagado inflamatéria intensa e persistente que
permaneceu até 28 dias apds cirurgia;

2.1.2 — o Selante de Fibrina produziu uma massa densa que persistiu
ate o 28° dia, ndo permitindo a penetracdo de células inflamatérias no intersticio
da esponja;

2.1.3 — a presenca de um processo inflamatério crénico rico em
fibroblastos e colageno, sugere que a cicatrizagao final possa apresentar grande

quantidade de fibrose.
2.2 — Estudo experimental em alvéolo:

2.2.1 — os adesivos de fibrina ndo influenciaram no processo de

reparacao 0ssea;
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2.2.2 — a area de neoformagao éssea induzida pelo Selante de

Fibrina foi maior que aquela produzida pela cola de fibrina
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Anexo 1

Método de Quantificacao do Fibrinogénio

Materiais: tubos de vidro, banho Maria a 37°C e crondmetro e micropipetas
automaticas (100ul; 200ul e 500ul).

Reagente: Kit Fibriquik (Organon Teknika - USA)

Reagente de trombina (contém 100 unidades de NIH de trombina

bovina por ml com estabilizantes e tamp&o)

Padrdao de referéncia do fibrinogénio, que devem ser reconstituidos de
acordo com as instrugdes do fabricante, deixando em repouso antes do uso por

cerca de 30 minutos para posterior homogeneizagao.
Calibragdo da Curva do Fibrinogénio:

Para o preparo da curva de calibragdo, faz-se necessaria a diluigdo do
fibrinogénio de acordo com o Padrdao de Referéncia do Fibrinogénio em Tampao
Veronal de Owren (barbital sédico 0,028M; pH 7,35 sem conservantes) de acordo
com a tabela seguinte:

Tabela 1. Diluigcdes para o preparo da Curva de Calibragéao

1 2 3 4 5 6
Diluicao de Diluir Diluente Concentracao de Fator de Fibrinogénio
referéncia Tampéo (mL) fibrinogénio diluicao (mg/dl)
1 0,5 ml de 2,0 X 2,00 =
plasma de
referéncia
2 1,0 ml da 1,0 X1,00 =
diluicao
3 1,0 ml de 1,0 X 0,50 =
diluiocdo 2
4 1,0 mlda 1,0 X 0,25 =
diluiodo 3

A coluna 4 deve ser preenchida com a concentragdo de fibrinogénio
indicada na etiqueta do Padréao de Referéncia do Fibrinogénio.
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Procedimento:

Fibriquik pode ser usado com métodos manual ou automatizado para a
deteccao do codgulo. A calibracdo e analise das amostras deverdao sempre ser

realizadas seguindo a mesma técnica:
1 — realizar todos os testes em duplicata

2 — utilizar os reagentes de trombina para fibrinogénio em temperatura
ambiente (20°C — 25°C)
3 — preparar uma diluicdo 1:10 das amostras dos pacientes e controles a

serem testados (100ul de plasma da amostra e 900u | de tampao Veronal de

Owren)

4 — pipetar 200ul de cada diluicdo das amostras em tubos etiquetados ou

em cavidades de uma placa teste e incubar a temperatura de 37°C por 2 minutos

5 — adicionar 100ul do reagente de trombina para fibrinogénio em cada tubo
ou cavidade contendo 200ul de plasma diluido. Acionar o crondmetro

simultaneamente para determinar o tempo de coagulagao
6 — anotar o tempo de formacao de coagulo

7 — ler a concentracdo de fibrinogénio (mg/dL) a partir da curva de

calibracao

Os resultados sdo expressos em miligramas por cento (mg%) sendo que a

concentracao é deduzida & partir de uma curva com padrao de fibrinogénio.

Anexos
131



Valores de referéncias:

Sistema Fib- Faixa Normal
Mecanico 146 a 380 mg/dl
Foto Optido (CAM MX) 150 a 400 mg/dl

Anexo 2 — Tabela Geral dos Pacientes Portadores de Hemofilia que foram
submetidos a procedimentos cirurgicos odontoldgicos de extracao dentaria,
utilizando a cola de fibrina autéloga como agente hemostatico local.

N. Ida Diag C P o D IP IG SD N.Exo Hemo
1 1402 AL 16 9 0 25 15 15 3 3 0
2 15,8 AM 15 9 2 26 3 2 3 3 0
3 |582 BG 0 26 O 26 3 3 3 4 0
4 |78 AM 20 7 0 27 NA NA 3 3 0
5 1669 BL 5 22 1 28 25 3 1 2 0
6 |405 AL 8 2 6 16 NA NA 3 2 0
7 15,9 BM 7 1 14 25 3 3 3 1 0
8 232 AM 5 4 13 22 08 08 3 1 1
9 |142 BM 1 0 2 3 NA NA 3 1 0
10 | 38 AL 14 11 2 27 3 3 3 3 1
11 1323 AG 18 10 O 28 1 1 3 2 1
12 |264 AG 8 5 0 13 3 18 3 3 0
13 |31,8 BM 6 4 0 10 13 1 3 1 0
14 1652 AG 7 25 O 31 NA NA 3 3 0
15 1189 BG 15 2 0 17 1 1 3 1 0
16 | NA BL 4 7 2 13 NA NA 2 1 0
17 1293 AG 5 6 3 14 16 16 3 1 0
18 {414 AM 5 9 11 25 NA NA 2 1 0
19 | 32 BL 6 2 8 16 12 1 2 1 1
20 | 257 BM 14 5 0 19 3 2 3 1 1
21 | NA AM 13 5 10 28 13 16 3 3 0
22 1291 AL 14 9 0 23 3 3 3 1 0
23 1423 AL O 6 6 12 06 05 1 1 0
24 | 28 AL 2 3 4 9 2 3 3 1 0
25 |455 BL 6 4 13 23 13 09 3 2 0
26 (243 AM 9 10 1 20 03 0,7 3 1 1
27 404 BL 14 3 0 17 24 3 3 1 0
28 1589 AL 11 20 O 31 1 1 3 1 0
29 1281 AG 1 0 7 8 i 12 3 2 0
30 231 AG 4 0 0 4 27 26 3 1 0
31 1454 BL 5 8 0 13 18 12 3 1 0

N= numero de pacientes, |da= idade; Diag= diagnéstico; C=dentes cariados; P= dentes perdidos;
O= dentes obturados; D= total de dentes avaliados; IP=indice de placa; IG= indice gengival; SD=
situagcdo dentaria (1= dente cariado; 2= doenga periodontal; 3= envolvimento endodbntico);
N.Exo= numero de dentes extraidos; Hemo= hemorragia (0= sem hemorragia; 1= com
hemorragia); A= hemofilia A; B= hemofilia B; G= grave; M= moderada; L= leve
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Anexo 3 — Tabela dos resultados da Avaliacao Histomorfométrica do Estudo

Experimental da Reparacao Tecidual em Pele de ratos, utilizando o Selante

de Fibrina.
NUm. Lamina Estudo Histomorfométrico em pele - 10 campos observados
es12c 221 199 204 158 163 268 276 158 194 96
es12c-perif | 107 103 8 82 102 115 97 116 138 53
esi12n 82 76 81 62 97 51 81 55 61 89
es12n-perif | 62 98 66 78 55 63 77 36 27 49
esliin 64 63 63 64 44 40 65 46 95 57
esiin-perf | 46 51 23 53 48 50 76 35 59 49
esiic 201 163 202 203 103 164 129 163 242 133
es1ic-perif | 54 94 111 122 48 67 86 99 57 38
esiin 33 68 66 74 39 82 54 40 71 32
es11in-perif | 48 60 47 72 64 45 37 55 65 55
es15c 218 216 173 295 159 161 204 258 201 131
es15c-perif | 71 61 62 41 79 78 53 64 58 79
es15n 46 57 79 45 93 62 47 75 39 26
es15n-perif | 43 45 5 33 21 31 37 71 58 38
es13c 247 170 175 221 161 213 187 204 276 140
es13c-perif | 92 97 99 96 104 99 96 113 60 43
es13n 39 41 53 31 33 37 73 30 32 58
es13n-perif | 44 42 86 838 63 38 69 44 77 39
esi4n 46 46 26 36 35 41 24 71 72 43
esl4n-perif | 55 52 72 79 53 73 52 62 110 76
esldc 142 93 120 146 174 136 146 129 167 184
esl4c-perif | 68 128 110 144 191 133 147 139 131 124
esin 46 148 62 8 35 31 113 129 69 66
es1n-perif 61 40 89 88 97 47 23 125 120 50
eslc células inflamatérias na periferia
esic-perif | 108 126 213 106 129 229 125 80 151 123
es2n 54 54 27 142 117 109 46 80 42 127
es2n-perif | 162 133 39 71 29 43 68 40 28 105
es2c células inflamatérias na periferia
es2c-perif | 151 80 209 146 104 221 83 157 64 124
es3c 113 127 193 67 49 324 243 192 203 70
es3c-perif 94 93 99 46 50 62 45 72 35 90
es3n 61 43 107 20 128 16 23 20 28 11
es3n-perif | 65 24 29 29 31 36 30 25 48 29
es4n 100 103 20 134 112 91 136 137 55 115
es4n-perif | 53 37 45 53 27 140 67 63 61 67
es4c 93 67 111 42 121 93 67 42 2 55
es4c-perif | 109 54 107 72 50 67 146 133 197 48
esbn 61 66 8 29 50 121 8 71 86 62
es5n-perif | 82 64 75 57 58 31 50 44 30 72
es5c 69 15 33 205 90 63 24 50 4 16
esbc-perif 35 61 57 55 76 76 90 54 54 54
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NUm. Lamina
esén
esén-perif
esbc
es6c-perif
es7n
es7n-perif
es7’c
es7c-perif
es8n
es8n-perif
es8c
es8c-perif
eson
es9n-preif
es9c
es9c-perif
es10n
es10n-perif
es10c
es10c-perif
es16n
es16n-perif
esi6c
es16c-perif
es17n
es17n-perif
es17c
es17c-perif
es18n
es18n-perif
es18c
es18c-perif
es19n
es19n-perif
es19c
es19c-perif
es20n
es20n-perif
es20c
es20c-perif
es21n
es21n-perif
es21c
es21c-perif
es22n
es22n-perif
es22c
es22c-perif

85
64
88

111
29
93

40
10
128

65
29
128

98
46
39
172
60
57
136
77
51
55
86
40

184
30
30
48
88
93
19
53
47
34
85
34
9%
30

Estudo Histomorfométrico em pele - 10 campos observados

23

73

37

113

13

70

11

74

22

90

5

120

2

83

11

167
nao avaliado
nao avaliado
nao avaliado
nao avaliado

37

36

4

195

40

36

112

140

25

62

55

26
nao avaliado
nao avaliado

82 +interior

50

30

37

54

105

48

27

43

42

97

30

166

37

8
67
14
98
2
86
10
125

28

83

46

162

56
62
6
98
36
72
91
80
24
89
30
68

85
51
57
82
112
71
21
32
38
48
54
42
116
90

30
95
58
94
11
48
5
149

54

119

73

83

30
68

227
39
56
67
50
25
33
53

102

70
44
39
28
85
99
35
22
42
47
83
38
83
32

17 8
76 77
134 31
117 126
19 29
90 44
8 19
104 138
8 12
41 36
5 3
137 119
6 3
39 36
5 15
131 136
79 51
61 19
0 19
174 108
23 90
67 65
98 57
64 52
91 37
62 82
73 58
56 71
162 88
41 70
30 62
71 35
52 124
64 76
41 28
54 42
49 43
35 45
76 68
28 47
106 72
65 112
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13

74

69
126

45
13
107
33
73

105
17
35
13

107

102
53
22

121
48
52
94
57
39
53
68
82

14
56
67
72
67
88
26
27
87
24
88
75

160
84

7
86
31

160

73

93

66

51
13
34

149

47
43
10
231
33
54
130
71
41
65
90
53

156
77
76
52

109
78
27
35
65
40
40
52
97
66

10
46
32
70
28
49
21
78
9
66
6
75
11
49
8
120

33
73
15
154
38
55
108
89
72
54
80
20

100
57
34
69
178
78
25
42
35
70
68
71
125
145

10
36
31
102

104

121
11
55

46

53

34
66
52
141
47
109
93
78
86
56
80
51

156
75
40
85
130
66
46
29
70
44
74
60
156
36




NUm. Lamina

Estudo Histomorfométrico em pele - 10 campos observados

es23n 29 26 20 64 48 35 57 31 37 32
es23n-perif | 57 55 35 47 33 50 40 49 59 47
es23c 82 194 86 130 80 180 158 73 51 129
es23c-perif | 58 35 48 77 71 33 41 76 36 43
es24n 40 32 19 30 43 64 90 38 31 54
es24n-perif | 52 37 46 32 47 80 48 33 52 41
es24c 33 70 36 55 64 31 46 53 33 28
es24c-perif | 25 40 64 56 50 47 25 23 26 51
es25n 47 40 34 29 24 47 46 35 54 56
es25n-perif | 42 28 27 32 31 43 38 37 37 15
es25¢ 64 83 46 63 54 30 33 27 59 69
es25c-perif | 28 36 39 19 28 41 86 58 47 37
es26n 118 142 223 156 64 116 129 214 37 111
es26n-perif | 47 67 62 65 56 62 56 60 52 65
es26¢ 68 60 121 97 50 70 76 49 76 77
es26c¢c-perif | 53 26 45 41 32 39 64 47 31 34
es27n 25 22 28 38 3 22 20 35 15 30
es27n-perif | 20 33 21 35 19 21 46 42 46 37
es27¢ 45 44 36 23 54 56 35 42 36 31
es27c-perif | 45 63 69 14 24 41 33 53 41 18
es28n 58 35 27 58 21 34 51 32 80 67
es28n-perif | 48 48 50 32 34 37 3 38 31 61
es29n 30 64 23 90 79 60 46 54 51 33
es29n-perif | 32 54 37 46 36 34 31 40 39 57
es29c 67 73 94 161 101 86 101 175 57 100
es29c-perif | 47 33 54 60 57 52 37 32 30 59
es30n nao avaliado
es30n-perif nao avaliado
es30c nao avaliado
es30c-perif nao avaliado
es31n 75 51 69 43 60 117 67 39 46 93
es31n-perif | 26 40 54 52 48 70 60 51 46 50
es31c 236 194 187 128 200 256 269 298 197 267
es31c-perif | 183 148 116 126 195 116 167 69 103 60
es32n nao avaliado
es32n-perif nao avaliado
es32c 240 310 320 211 187 194 162 151 169 172
es32c-perif | 68 79 48 85 39 122 97 103 80 171

Sf= Selante de Fibrina; perif = periferia do material
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Anexo 4 - Tabela dos resultados da Avaliacdo Histomorfométrica do Estudo Experimental

da Reparacao Alveolar em ratos, utilizando a Cola de fibrina e o Selante de Fibrina

NUm.lamina Porcéo Posterior Porgcéo Anterior Média Adesivo | Dias
211 111274,75 | 135691,3 338502,17 91059 169131,81 | selante 1
221 . . 219116,24 | 506009,52 | 362562,88 | selante 1
231 172336,87 | 98599,71 71216,67 237485,7 | 144909,74 | selante 1
241 243947,68 | 279241,17 | 431013,31 | 528451,32 | 370663,37 | selante 1
251 75324,12 349984,4 573581,48 | 265148,8 | 316009,7 | selante 1
311 497458,69 | 353241,3 999979,09 | 779607,79 | 657571,72 | selante 7
321 342236,22 325879 184348,07 | 422352,38 | 318703,92 | selante 7
331 1119831,8 | 1058873,4 | 750865,97 | 791805,69 | 930344,21 | selante 7
341 936925,47 | 626646,51 882180,12 | 660201,11 | 776488,3 | selante 7
351 806492,97 | 408308,2 383144,84 | 209897,22 | 451960,81 | selante 7
361 839653,42 | 935167,17 | 1046177,6 | 866061,47 | 921764,92 | selante 7
401 911928,07 | 622964,31 | 1111928,03 | 704906,01 | 837931,61 | selante 7
261 1048739,6 | 665169,48 | 1026065,59 | 1128720,9 | 967173,89 | selante 14
271 356539,72 | 604854,17 | 512405,26 | 547650,56 | 505362,43 | selante 14
281 534301,33 | 285561,62 | 858261,44 | 964401,87 | 660631,57 | selante 14
291 313120,99 | 290312,15 | 912540,04 | 611181,3 | 531788,62 | selante 14
301 375863,44 | 1032451,75 | 866092,58 | 787440,23 765462 selante 14
371 736572,84 | 583850,12 | 817373,58 | 588393,22 | 681547,44 | selante 28
381 685233,98 | 582092,94 | 889420,03 | 946146,5 | 775723,36 | selante 28
391 528741,74 | 1097603,8 | 1111513,14 | 1038885,8 | 944186,13 | selante 28
411 89669,11 88154,74 135639,43 | 218732,46 | 133048,94 cola 1
421 93984,01 90893,05 101493,6 | 146022,17 | 108098,21 cola 1
431 95145,72 65128,09 168582,07 | 109386,97 | 109560,71 cola 1
441 75095,93 88714,85 67918,25 | 190799,68 | 105632,18 cola 1
451 104014,09 | 133409,37 | 484628,07 | 135183,05 | 214308,65 cola 1
511 672917,63 | 447868,4 307748,11 | 386858,14 | 453848,07 cola 7
521 628752,1 | 259941,87 | 318971,01 | 183041,15 | 347676,53 cola 7
531 534021,28 | 298516,7 314915,46 | 798402,51 | 486463,99 cola 7
541 634446,53 | 863966,25 | 169069,57 | 393486,09 | 515242,11 cola 7
551 481952 626210,86 | 305766,99 | 718255,25 | 533046,28 cola 7
461 512747,55 | 523939,34 | 621927,08 | 643480,85 | 575523,71 cola 14
471 608743,8 117861,2 292158,44 | 755699,49 | 443615,73 cola 14
481 606586,35 | 456145,55 | 751934,32 | 62387,83 | 469263,51 cola 14
491 372181,25 | 348895,28 | 374214,23 | 741935,36 | 459306,53 cola 14
501 615278,39 | 303910,33 | 625464,06 | 869971,85 | 603656,16 cola 14
561 574224,54 395073 1087552,97 | 940410,59 | 749315,28 cola 28
571 914936,05 | 1058759,3 | 876392,34 | 620713,51 | 867700,3 cola 28
581 . . 371673 568955,41 | 470314,21 cola 28
591 383487,12 | 164080,47 | 998474,82 | 443148,97 | 497297,85 cola 28
601 360076,7 | 999190,79 374598 859485,39 | 648337,72 cola 28
611 489025,95 | 214977,66 | 537993,89 | 785022,17 | 506754,92 cola 28

11 165843,76 | 184368,81 638305,05 | 677419,24 | 416484,22 | controle 1
21 173280,75 | 121761,21 703785,79 | 318587,23 | 329353,75 | controle 1
31 143418,71 | 166829,14 | 413017,25 | 167773,02 | 222759,53 | controle 1
41 101929,24 | 172461,33 | 132932,25 | 262275,65 | 167399,62 | controle 1
51 142267,38 | 210019,67 | 133679,06 | 300912,72 | 196719,71 | controle 1
111 1136375,7 | 528440,94 | 957659,83 | 676257,53 | 824683,5 | controle 7
121 486059,45 | 610735,3 719282,11 | 424935,1 | 560252,99 | controle 7
131 341447,92 | 628824,7 682232,02 | 473622,99 | 531531,91 | controle 7
141 573716,32 | 394533,69 484125,01 | controle 7
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NUm.lamina Porcéo Posterior Porcéo Anterior Média Adesivo | Dias
151 628140,13 | 504158,94 | 419665,94 | 323358,52 | 468830,88 | controle 7
61 701960,26 | 707239,79 894875,9 | 746011,95 | 762521,98 | controle 14
71 810351,49 784711 448978,25 | 576361,28 | 655100,51 | controle 14
81 855153,17 | 281267,46 630702,1 211212,5 | 494583,81 | controle 14
91 581288,15 | 621885,59 | 872326,37 | 873674,78 | 737293,72 | controle 14
101 553002,71 | 298558,19 | 653925,83 | 416201,57 | 480422,08 | controle 14
161 308059,28 | 465470,31 445202,7 | 1014749,3 | 558370,41 | controle 28
171 609397,26 | 672253,31 658468,93 | 992116,83 | 733059,08 | controle 28
181 524800,24 | 672886,52 | 730712,46 | 985156,97 | 728389,05 | controle 28
191 376786,58 | 754537,78 | 746312,49 | 1075759,6 | 738349,11 | controle 28
201 662234,1 | 672253,81 | 246416,31 | 919416,92 | 625080,29 | controle 28

N= nimero
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