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INTRODUCAO

O processo de hemostasia envolve numerosos eventos fisioldgicos, sendo assim
bastante complexo (PRADO, et al. 2014). O sangramento transoperatorio prolonga os
processos cirargicos e, quando ndo tratado de forma correta, pode conduzir a
complicagdes secundarias (LEWIS, et al. 2013). Um estudo feito por Blinder, (1999),
concluiu que as extracOes dentarias em pacientes que fazem uso de anticoagulante oral
podem ser tratadas sem a interrup¢do ou diminuicdo do tratamento. O uso de
hemostatico local com esponja e sutura parece ser suficiente. A esponja de gelatina
liofilizada é um opcional dentre os agentes hemostaticos disponiveis no mercado sendo
utilizada em pratica de hemostasia das feridas cirdrgicas pds-exodonticas
(SANT’ANNA, 2006). Esta € um produto de origem animal que promove uma barreira
mecanica para hemorragia servindo como esqueleto onde as plaquetas se aderem
simulando um processo de coagulagdo normal. A gelatina se adequa ao tamanho da
ferida e se expande, reduzindo o fluxo sanguineo, promovendo o tamponamento efetivo
da lesdo e a formacdo do coagulo estavel. Apos a aplicacdo, a gelatina é absorvida de
quatro a seis semanas (PRADO, et al. 2014). Um dos produtos empregados na rotina
odontoldgica que contém a gelatina liofilizada é o Hemospon®. E de origem porcina,
indicado pelo fabricante para cirurgias orais pelo potencial hemostatico e cicatrizante
(GABRIELLLI, et al. 2008). As esponjas a base de gelatina sdo insollveis em agua e
biologicamente reabsorviveis. A sua funcdo é restringir a hemorragia dos vasos
sanguineos, cuja homeostase ndo foi obtida. Um grande nimero de estudos demonstrou
que este material, inicialmente, provoca uma resposta inflamatoria sem efeitos colaterais
ao longo prazo sobre a formagdo Gssea se for completamente removido. Segundo esses
estudos, se 0s agentes hemostaticos sdo inadvertidamente deixados no local cirdrgico,
podem induzir um processo inflamatério e afetar a reparacdo dos tecidos (ROSLINDO,
et al. 2007). E necessario conhecer o processo de reparacdo alveolar nas mais diversas
situacOes e a atencdo deve ser grande quanto aos fatores que podem retardar esse reparo
(MENEZES JUNIOR, et al. 2009). Um dos fatores potencialmente envolvidos é a
geracdo de radicais livres, espéecies pro-inflamatorias que podem promover inflamacéo e
retardar o processo reparativo tecidual. Esses sdo gerados em um cendrio de oxido-
reducdo. LesBGes teciduais associadas a sangramentos, também podem liberar
Hemoglobina (Hb) e ferro, favorecendo reac6es oxidorredutoras. A membrana é um dos
mais atingidos pela acdo das ERMO (Espécies Reativas do Metabolismo do Oxigénio)
em decorréncia da peroxidacao de lipideos (FERREIRA, A. L. A.,, MATSUBARA, L.



S., 1997). A acdo dos radicais livres é reconhecidamente um fator indutor de processo
inflamatdrio. Na pratica clinica, observamos que o uso de alguns agentes hemostaticos
promovem um retardo na reparacdo tecidual que pode estar associado a processo
inflamatdrio induzido por geracao de radicais livres. Face a esta observacdo, justifica-se
este estudo que tem por objetivo geral verificar utilizando sistemas modelo de
membrana bioldgica se um dos agentes hemostaticos utilizados, o baseado em gelatina
liofilizada, promove a geracdo de espécies radicalares que induzam a peroxidacao
lipidica.

OBJETIVO

Objetivo Geral: Avaliar o potencial inflamatdério de agente hemostatico a base de
colageno hidrolisado via determinacdo de sua capacidade lipoperoxidativa. Objetivos
Especificos: Avaliar o efeito do agente hemostatico a base de esponja de colageno
hidrolisado (gelatina) liofilizada na geracdo de radicais livres empregando sistemas
biomiméticos de membrana; Demonstrar o potencial lipoperoxidativo da saliva sobre
sistema biomimético de membrana.

METODOLOGIA

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizados reagentes de qualidade analitica,
de alto grau de pureza e procedéncia certificada disponiveis no Centro Interdisciplinar
de Investigacdo Bioquimica — CIIB da Universidade de Mogi das Cruzes.
Para o estudo utilizamos como hemostatico o Hemospon, agente a base de colageno
liofilizado (gelatina), comercializado em lojas especializadas do ramo odontoldgico.
O sistema biomimético criado para o teste de lipoperoxidacdo foi construido utilizando
cardiolipina  (Sigma), lipidio que predomina nas membranas bioldgicas.
A geracdo de radicais livres e seus efeitos sobre lipidios foram determinados via
quantificacdo de compostos derivados do é&cido tiobarbitirico (TBARS). Foram
construidos lipossomos constituidos de cardiolipina a 1 mM em tampao fosfato de sodio
5 mM pH 7,4, na propor¢do que mimetiza a membrana mitocondrial interna, alvo
preferencial de espécies radicalares. Foi empregado protocolo ja estabelecido e
disponivel no Centro Interdisciplinar de Investigacdo Bioquimica — CIIB, onde o0s
experimentos foram conduzidos. A formacdo de malondialdeido (MDA) decorrente da
lipoperoxidacédo induzida pelo agente hemostéatico testado foi avaliado pelo protocolo de
TBARS (Thiobarbituric acid-reactive substances) de Buege e Aust (BUEGE, 1978) com
pequenas modificacdes. A expressdo e analise dos resultados foram realizados
utilizando software Origin 6.1 da Microcal. O teste utilizado foi o de lipoperoxidagéo,
onde filme de cardiolipina foi reconstituido com tampao fosfato de sédio 5 mM pH 7,4
para concentragdo final a 1 mM dos lipossomos e mantido em sonicador por 30 minutos
para que lipossomos fossem sendo formados por desprendimento da bicamada lipidica
aderida a parede do tubo de vidro. O Hemospon foi previamente preparado por imersao
da esponja contendo o colageno liofilizado em solucdo tampdo por 2 horas, sendo um
dos tubos contendo este preparado mantido a temperatura ambiente e outro em banho-
maria a 37°C. Apds este tempo, de cada um dos tubos a solucéo tampéo, agora contendo
0 colageno desprendido da esponja, foi retirada e entdo a solucdo adicionada aos tubos
de teste. Foram colocados 75 pL de lipossomos em cada tubo de teste, em seguida
adicionada cada uma das amostras em volume suficiente para as concentragdes
desejadas e adicionado tampao fosfato de sédio 5 mM pH 7,4 para igualar o volume. Os
tubos foram mantidos em banho maria a 37°C por 30 minutos. Foi adicionado 75uL de
TBA 1% em NAOH 50 mM e levado ao vortex para sua homogeneizacdo. Em seguida
adicionado 7,5 uL de NAOH 10M e 37,5 uL de HsPOs 20% e novamente



homogeneizado com o auxilio do vértex. Apds a segunda homogeneizacdo, os tubos
foram mantidos em banho maria a 85°C por 20 minutos e na sequéncia mantidos a
temperatura ambiente até o resfriamento. Foram adicionados 1000uL de n-butanol a
cada tubo sendo depois centrifugado a 1000xg por 2 a 3 minutos (& temperatura
ambiente). A leitura de absorbancia foi feita em 532 nm utilizando espectrofotometro
Shimadzu Multispec 1501.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos de lipoperoxidagdo foram conduzidos colocando-se lipossomos de
cardiolipina a 1 mM em tampao fosfato de s6dio 5 mM pH 7,4, preparados conforme
técnica descrita anteriormente no item metodologia, em contato com diferentes
concentracfes do hemostatico a base de colageno liofilizado.
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Figura 1 — Anélise espectroscopica do Hemospon preparado por contato da esponja
com tampao fosfato de sédio 5 mM pH 7,4 por 2 horas, sendo o tracado azul referente a
amostra mantida em repouso a temperatura ambiente e o vermelho a amostra aquecida a
37°C. O inserto do grafico mostra com mais detalhes as alteracdes espectrais.
Figura 2 — Teste de lipoperoxidagdo utilizando diferentes amostras em contato com 1
mM de lipossomos de cardiolipina em tampdo fosfato de sédio 5 mM pH 7,4 por 2
horas.
Os resultados apresentados nos graficos demonstram que o Hemospon, na forma com
que utilizados e sobre o sistema modelo de membrana escolhido ndo é um potencial
gerador de espécies radicalares capazes de induzir a oxidacdo lipidica.
N&o h& bases na literatura suficientes para a discussdo especificamente da acdo dos
agentes hemostéaticos testados como potenciais geradores de espécies radicalares, porém
em testes realizados como parte de outro projeto, ainda em curso, constatou-se que
outros agentes hemostaticos promovem peroxidacao lipidica concentracdo dependente
sobre 0 mesmo sistema modelo de membrana aqui empregado.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o Hemospon ndo tem potencial pré-oxidante
sobre lipossomos de cardiolipina, ndo sendo possivel, portanto, associa-lo a processos
inflamatdrios e retardo no processo de reparo tecidual observado in vivo, por uma via
relacionada a estresse oxidativo. Trata-se, entretanto, de um estudo preliminar, cuja
continuidade pode demonstrar que este agente hemostatico tem como efeito secundario
a ativacdo de processo inflamatério por outra via, lembrando-se, entretanto, que a
inducdo deste processo ndo €, necessariamente, desfavoravel ao reparo tecidual e nao
torna o produto inadequado ao uso a que se propde.
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