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Spin JR. Utilizacdo de membrana de latex natural sobre o reparo de areas doadoras
para enxerto gengival livre [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2022.

Resumo

O objetivo desse projeto, controlado, duplo cego e randomizados foi de avaliar o
reparo de feridas no palato duro provenientes da remocéo de enxerto gengival livre
utilizando membranas de latex natural, com e sem incorporacdo de compostos
(cetoprofeno e prépolis). Este projeto foi dividido em dois artigos: Artigo 1: teve como
objetivo avaliar o efeito da membrana de latex natural sobre a ferida de palato
provenientes da captagédo de enxerto gengival livre e o artigo 2 teve como objetivo
avaliar o efeito dessa membrana com a associacdo de compostos (Cetoprofeno e
propolis) sobre o reparo de ferida em palato resultante da remocgéo de enxerto
gengival livre. Para a realizacdo dos dois estudos foram selecionados 24 pacientes
(estudo 1) e 44 pacientes (estudo 2) que apresentavam indicagao para realizagéo de
enxerto gengival livre. Os pacientes foram submetidos ao procedimento cirdrgico
para remoc¢ao do enxerto gengival livre da area de palato duro. Apds a remocao do
enxerto os pacientes foram randomicamente alocados. No primeiro estudo, em dois
grupos (Controle e Latex) e em trés grupos no segundo estudo (controle, latex +
Cetoprofeno e latex + propolis). Em ambos os trabalhos foram feitas tomadas
fotogréficas padronizadas das regides das feridas nos periodos de baseline, 3, 7, 15
e 30 dias. Um examinador cego aos grupos experimentais e calibrado realizou as
avaliacOes clinicas, levando se em consideracdo os parametros: area da ferida; area
de superficie epitelizada por meio da utilizacdo de agua oxigenada aplicada na
regido; sangramento (somente no primeiro trabalho); avaliacdo do autorrelato de dor
por meio da aplicacdo de uma escala de VAS (Escala analégica visual) e avaliacéo
de ficha sobre ingestdo de medicamentos pos-operatérios (Somente no segundo
trabalho). Os resultados obtidos mostraram que a utilizacdo da membrana de latex,
em ambos os estudos, ndo trouxe prejuizos a cicatrizagdo quando comparadas aos
grupos controles além diminuir a dor relatada pelos pacientes.

Palavras-chaves: Cicatrizacdo. Latex. Periodontia.



Spin JR. Use of natural latex membrane on the repair of donor areas for free gingival
graft [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

Abstract

The aim of these controlled, double-blind and randomized studies was to evaluate
the repair of wounds on the hard palate resulting from the removal of free gingival
graft using natural latex membranes, with and without incorporation of compounds
(ketoprofen and propolis). Article 1. aimed to evaluate the effect of natural latex
membrane on the palate wound from the capture of free gingival graft and article 2
aimed to evaluate the effect of this membrane with the combination of compounds on
the palate wound repair resulting from free gingival graft removal. In the first paper
presented, 24 patients were selected and in the second, 44 patients who had an
indication for performing an epithelized free gingival graft. Patients underwent a
surgical procedure to remove the free gingival graft from the hard palate area. After
graft removal, patients were randomly allocated. In the first study, in two groups
(Control and Latex) and in three groups in the second study (control, latex +
Ketoprofen and latex + propolis). In both studies, standardized photographs were
taken of the wound regions at baseline, 3, 7, 15 and 30 days. An examiner blinded to
the experimental and calibrated groups performed the clinical evaluations,
considering the parameters: wound area; epithelialized surface area through the use
of hydrogen peroxide applied in the region; bleeding (only in the first study);
assessment of self-reported pain through the application of a VAS scale (Visual
Analog Scale) and assessment of a form on postoperative medication intake (Only in
the second study). The results obtained showed that the use of latex membrane, in
both studies, did not damage healing when compared to the control groups, in
addition to reducing the pain reported by patients.

Keywords: Wound healing. Latex. Periodontics.
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1 INTRODUCAO

A presenca de tecido queratinizado, ndo é um fator essencial para a
manutencdo da salde dos tecidos periodontais'?, porém, a presenca de
gengiva inserida € importante durante os procedimentos de higienizacdo oral
pelo paciente, pois promove conforto, o que facilita o controle do biofilme
dental®#4. A recessdo gengival, definida pela exposicdo da superficie da raiz
dental devido ao deslocamento apical da gengiva marginal para a juncdo
cemento-esmalte® é uma deformidade mucogengival que afeta diretamente a
gengiva inserida, o que pode predispor localmente a instalacdo da doenca
periodontal, por prejudicar os procedimentos de higienizacéo oral por parte do
paciente e, consequentemente, permitir o acimulo de biofilme nesses sitios
(AAP, 1996). Essa condicdo esta associada com perda de insercao clinica e
exposicao da superficie radicular ao meio oral, localizada e/ou generalizada, e,
onde além do possivel comprometimento estético, também pode levar a
ocorréncia de hipersensibilidade dentinaria®*® e caries radiculares®.

Sendo assim, a corre¢do cirargica dessa condicdo é necesséria, uma
vez que visamos o reestabelecimento da gengiva e consequentemente a
prevencdo do acumulo de biofilme dental podendo assim, prevenir a ocorréncia
da doenca periodontal”8. Mesmo com os avancos nas técnicas de correcao
gengival, a técnica do enxerto gengival livre continua sendo o procedimento de
escolha mais confiavel e mais indicado para essa finalidade®, pois apresenta
resultados mais previsiveis e estaveis ao longo do tempo’, quando da busca
pelo aumento da faixa de gengiva queratinizada e contencdo da progressao da
recessdo gengival'®.

Introduzida h& mais de 40 anos!!!? essa técnica se tornou comum
clinicamente por ser simples e facil de ser executada®® e sua realizacdo
consiste em obter da regido de palato duro um fragmento de tecido conjuntivo e
epitélio mastigatorio que € transplantado para o leito receptor. Contudo, a
principal desvantagem dessa abordagem € a exposi¢cao da area doadora ao ser
captado o enxerto no palato duro, que promove efeitos colaterais
consideraveis, tais como a possibilidade de hemorragia, dor e desconforto ao
paciente, seja no periodo trans quanto no pés-operatério! e morbidade da

regido doadora que ira cicatrizar por segunda intencéo, entre 2 a 4 semanas
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apos a cirurgial®. A cicatrizacdo por segunda intencdo!®16, é um processo
relativamente demorado, o que, em conjunto com 0s eventos citados, pode
limitar a aceitacdo dessa abordagem cirlrgica pelo pacientel!’. Esse
mecanismo, depende de processos complexos de restauracdo de estruturas
celulares e camadas de tecidos, que envolvem principalmente migracéo
epitelial, proliferacdo de fibroblastos, sintese e deposicéo de colageno, além da
revascularizacéo, contracdo e remodelacdo da ferida!®. Esses eventos podem
ser separados em trés grandes momentos. Primeiramente com uma fase
inflamatoéria (1-3dias), em seguida uma fase proliferativa (3-7 dias) e,
finalmente, uma fase remodeladora que pode durar meses'®. Inicialmente ha a
formacdo de um coagulo na ferida, onde, ap6s 24 horas, ha um processo de
migragcdo epidérmica seguida da invasdo de células inflamatérias no terceiro
dia. Seguinte a proliferacdo e migracdo dos neutréfilos, ha a liberagdo de
fatores de crescimento, estimulando o aumento de células epidérmicas.
Inicialmente, os neutrofilos séo recrutados a regido da ferida, onde em geral,
possuem uma acao antimicrobiana efetiva, primariamente com a funcéo de
prevenir infeccdes?.

Sequencialmente, ha uma modulacdo do processo inflamatorio
ocorrendo a reducdo do edema, seguida do inicio da remodelacéo tecidual®!,
devido ao processo acentuado de angiogénese e epitelizagédo, juntamente com
sintese, ligacdo e alinhamento de colageno, promovendo a contracéo da ferida,
para em seguida haver regeneracdo, ou seja, a substituicdo de tecidos
danificados com o mesmo tipo de célula e, fibrose, onde os tecidos danificados
sdo substituidos por tecido conjuntivo??. Na maioria dos casos, complicacdes
durante a fase de cicatrizagdo podem ocorrer por uma contaminacao
bacteriana secundaria ou ainda por uma vascularizacdo insatisfatéria®®, que
depende ndo sé das condi¢cbes da ferida, mas também da condi¢cdo geral do
paciente e de doencas sistémicas associadas?.

De acordo com a literatura, o entendimento atual sobre cicatrizagdo de

7

feridas palatinas é direcionado aos estudos com diversos curativos
periodontais, 0 que é natural que ocorra com o passar dos anos, dadas as
desvantagens trazidas pela abordagem cirlrgica citadas anteriormente. Sendo
assim, novas abordagens cirdrgicas e novos materiais, manufaturados e

naturais, sao desenvolvidos, visando néo s6 a protecdo, mas também a rapida
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cicatrizacdo da ferida e a reducédo da dor e do sangramento no palato?®. Os
curativos periodontais foram inicialmente introduzidos pelo Dr. AW Ward em
1923, que sugeriu 0 uso desses materiais apos cirurgia periodontal. De forma
geral, os curativos podem ser aplicados diretamente em contato com a ferida,
e, embora haja na literatura, trabalhos que sdo contrarios ao seu uso apos o
procedimento cirlrgico?® , em muitos casos o curativo periodontal é essencial,
pois pode criar uma condicao favoravel para o processo de cicatrizacao, tanto
em umidade quanto em temperatura, auxiliando ndo somente na protecdo da
ferida contra traumas e na estabilidade do sitio cirdrgico, mas também
diminuindo as chances de infeccdo?’, permitindo que as migracdes celulares
possam ocorrer, e, sequencialmente, a epitelizacdo. Podemos dividir os
curativos em duas classes de acordo com sua funcdo, sendo passivos e
bioativos. Em sintese, curativos passivos atuam somente como uma barreira
fisica, promovendo protecdo a ferida. Enquanto o curativo bioativo, apresenta
interacdo com a superficie da ferida, exercendo ndo s6 as func¢des do curativo
passivo, mas também propiciando um microambiente que favoreca a liberacao
de moléculas bioativas que possam acelerar a cicatrizagdo?®. Citado por
Farnoush em 19784, a associacdo de uma placa de Hawley modificada e um
cimento cirdrgico a base de cianocrilato, serviu como base para o que é
utilizado clinicamente até o presente momento. A area doadora proveniente do
enxerto gengival livre é protegida preferencialmente utilizando-se uma placa
com grampos de fixacdo nos dentes (Hawley modificada) com a associacao de
um cimento cirargico?®?’. Essa placa, atua como uma barreira, impedindo o
acesso de alimentos ou liquidos até a ferida do palato, e para manter o cimento
cirtrgico em posi¢cdo’4. Entretanto, para garantir que haja a total cicatrizacéo da
regido, ela deve ser usada por pelo menos duas semanas, porém, este
dispositivo acrilico provoca desconforto e prejudica a fala e a alimentagdo do
paciente. Sendo assim, o desenvolvimento de novos curativos que possam
acelerar o processo cicatricial do palato duro podera trazer beneficios aos
pacientes quanto a um pos-operatério mais curto e confortavel®. Além do
cimento cirlrrgico ja citado?®, materiais como, fragmentos de tecido conjuntivo e
epitélio®, colageno hemostatico microfibrilar3!, plasma rico em fibrina (PRF)3?,
plasma rico em plaquetas (PRP)3 e a irradiacdo com laser de baixa

poténcial®343% sdo alguns dos exemplos de alternativas desenvolvidas para
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essa finalidade. Ademais, existem ainda outros curativos ja citados na literatura
que continuam sendo utilizados e aprimorados para auxiliar no reparo mais
acelerado das feridas em palato como, filme de poliuretano autoadesivo
(Opsite® e Aquacel®)%-38 | colageno (CollaCote®)3°, a proteina da seda
associada ao alcool poli vinilico*®, malha de acetato de celulose (Adaptic
Dressing®)3%, curativos a base de mel (Activon®)*14? e materiais com latex
como matéria prima, como a biomembrana de latex com polilisina a 0,1%
(Biocure®)*® e o gel para cicatrizacéo de Ulceras cronicas (Regederm®)23.

O latex estd incluido como um novo material proposto para ser utilizado
como curativo, principalmente quando da sua aplicacdo em forma de
membrana. Com inicio dos estudos para essa aplicacao iniciados em 1994, na
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — SP (Universidade de S&o Paulo), a
membrana de latex ja foi testada, tanto em estudos pré-clinicos quanto clinicos,
e demonstrou possuir propriedades que aceleram a cicatrizacdo de
feridas?2%44, Além disso, € um material biocompativel*, de baixo custo e com
alta resisténcia mecanica*, que também demonstrou estimular o processo
cicatricial associado ao reparo do periocardio de cdes*®, a inducdo do
fechamento de defeitos iatrogénicos em parede abdominal de ratos*’, induzir o
processo de angiogénese em cérnea de coelhos*®, acelerar a formagédo 6ssea
quando feita a associacado de granulos de latex com a cavidade alveolar de
ratos*®, acelerar a formacéo de tecido nervoso® e a cicatrizacédo de feridas®°.
Quanto ao tratamento de feridas, se demonstrou eficaz em casos de pacientes
com Ulceras venosas cronicas®°? além de Ulceras em pele de pacientes com
diabetes®® e llceras de pressdo®. Alguns estudos ja enfatizaram que a
capacidade do latex de acelerar a cicatrizacdo de feridas, pode estar
relacionado diretamente a sua atividade angiogénica, propriedade atribuida a
um fator de crescimento*3°3, entretanto, o real mecanismo de acdo do latex
quanto ao seu papel na fase inflamatéria e consequente acdo angiogénica,
ainda nao é claro?®.

O uso de materiais como veiculos de liberacdo de farmacos tem sido
amplamente estudado com a intengcdo de se alcancar melhores efeitos

terapéuticos e farmacolégicos®5%.



16

O intuito de se usar sistemas de liberacdo de compostos, é para fornecer
uma quantia correta de um farmaco a uma determinada parte do corpo em um
intervalo de tempo predefinido*®. Nos Ultimos anos, a membrana de latex tem
sido utilizada como um sistema de liberacédo local de compostos bioativos®® e
naturais (proteinas e lipidios) que auxiliam na cicatrizagdo de feridas induzindo
a neovascularizacdo no sitio com injaria®®. Como ja citado, estudos pré-clinicos
e clinicos mostraram a capacidade da membrana de latex, quando usada como
curativo, em promover angiogénese, e também auxiliar na formacdo de matriz
extracelular e adesdo celular, acelerando a cicatrizagdo da ferida%°¢.

Unindo essas propriedades cicatrizantes da membrana de latex, com
suas caracteristicas fisico-quimicas favoraveis a liberacdo de farmacos346263,
outros estudos avaliaram ainda a liberagdo de outros compostos como
gentamicina®, ocitocina®, desmopressina®, ciprofloxacina®’ e nanoparticulas
de prata® e ouro®®, onde os resultados promissores levaram a outros estudos
gue puderam manipular a matriz de latex, visando obter o controle da cinética
de liberacdo do farmaco, ou seja, a dinAmica e a quantidade de medicamento
liberado, apenas modificando a morfologia da superficie da membrana®.

Além disso, corroborando com a literatura que mostra que a membrana
possui caracteristicas fisico-quimicas essenciais para um curativo biomédico,
como superficie lisa, alta elasticidade e porosidade em nano escala’, em 2014,
Aielo e colaboradores mostraram que mesmo apos a liberacdo prolongada de
diclofenaco de sodio, o latex ainda se manteve sem quaisquer alteracdes
fisico-quimicas ou estruturais. Floriano e colaboradores em 20187! associaram
membrana de latex com cetoprofeno e obtiveram como resultados, que além
do medicamento ter sido totalmente incorporado a membrana sem alterar
guimicamente sua estrutura, também houve a liberacdo de 60% do
medicamento em um periodo de 50 horas. O cetoprofeno é amplamente
utilizado como analgésico com grande potencial de atuacdo tanto para
inflamacéo aguda quanto para tratamento a longo prazo de varias patologias
inflamatdrias”. Apesar de sua eficacia em varios tratamentos, os pacientes que
fazem seu uso recorrente podem apresentar ndusea ou desconfortos
epigastricos’®. Porém, uma maneira de minimizar a chance dessas ocorréncias
€ atraves do uso de uma membrana como sistema de liberagcéo transdérmica

de medicamentos’!.
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No mesmo ano, Zancanela e colaboradores’®, estudaram a associagéo
dessa membrana com a incorporacao de propolis, onde da mesma forma que o
estudo anterior, foi observado que tanto a membrana quanto a prépolis,
mantiveram suas caracteristicas mecanicas e quimicas, sendo que apos 24
horas, 22% da propolis foi liberado. Na farmacologia, a propolis tem sido
amplamente usada devido sua acdo cicatrizante, um dos seus usos mais
populares’. Além disso, uma ampla gama de atividades biolégicas da prépolis
gue podem estar relacionadas com a cicatrizacdo de pele foram relatadas na
literatura, como atividade antibacteriana, antifangica, potencializador de

proliferacdo celular cutanea, entre outros’®7”.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral
O objetivo geral desse estudo foi avaliar o efeito da aplicagdo de uma
membrana de latex natural, sobre o reparo de feridas em palato duro

resultantes da captacéo de enxerto gengival livre.

2.2 Objetivo Especifico

Para responder o objetivo geral deste projeto foram propostos dois
estudos:

Estudo 1: Efeito da membrana de latex natural sobre o reparo de areas
doadoras do palato para enxerto gengival livre: estudo clinico, controlado e
randomizado

As hipoteses desse estudo séo:

HO - A membrana de latex ndo altera o processo de fechamento,
epitelizacdo e dor das feridas na regido de palato apés o procedimento de
captagéo do enxerto gengival livre.

Ha - A membrana de latex altera o processo de fechamento, epitelizacdo e dor
das feridas na regido de palato ap6s o procedimento de captacdo do enxerto
gengival livre.

Estudo 2: Efeito da membrana de latex natural associada a propolis e
ao cetoprofeno sobre o reparo de areas doadoras para enxerto gengival livre.
Estudo clinico, controlado e randomizado.

As hipéteses deste estudo séo:

HO - A membrana de latex associada aos compostos ndo altera o
processo de fechamento e epitelizacdo das feridas e o autorrelato de dor dos
pacientes apos o procedimento de captacdo do enxerto gengival livre, quando
comparadas ao ndo uso da membrana.

Ha - A membrana de latex associada aos compostos altera
positivamente o processo de fechamento e epitelizacdo das feridas e o
autorrelato de dor dos pacientes apos o procedimento de captacdo do enxerto

gengival livre, guando comparadas ao ndo uso da membrana.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The aim of the present study was to evaluate the use of an exclusively developed latex membrane, to act as
Latex membrane physical barrier to aid wound healing, epithelization, and pain in the palate region after free gingival graft
Wound repair

harvesting. Latex membranes were physically, chemically, and mechanically characterized before application.
Twenty-four patients (age 30-70 years, mean 45 years), requiring free gingival graft were sequentially selected,
and randomly divided in two groups according to type of protection utilized on the donor site, control group (14
patients)- The wound in palate was covered with acrylic plate and surgical cement only and test group (10
patients) - The wound in palate was covered with the experimental latex membrane. The palate region was
evaluated on the surgery day and 3, 7, 15, and 30 days after the surgical procedure for wound healing area,
epithelization, bleeding, and self-reported pain (VAS). Wound reduction between periods was calculated, as
percentage. The membrane had smooth surface, high elasticity, and nanoscale porosity, as expected for
biomedical application. At 15 days, control group patients presented a fully healed wound, while mean wound
closure was 98.6 % in the latex group. At 30 days, both groups presented complete wound closure. Also, at 30
days, there was no significant epithelization difference between the groups, and all patients in both presented
fully epithelized wounds. As for bleeding, at 7 days it was positive for 21.4 % of the patients in the control group,
while it was already negative for all patients in the latex group. Regarding reported pain, VAS values were larger
in the control group, although with no statistical significance. Latex membranes did not delay the healing of the
palate or caused visible adverse effects (i.e. allergies, discomfort, or injury to the patient), when compared to the
control group.

Palate donor

1. Introduction from occurring [4,5]. The free gingival graft technique is, among the

proposed procedures for increasing the keratinized gingival band, the

Developmental and/or acquired mucogingival deformities are con-
ditions that may locally predispose the onset of periodontal disease by
impairing the patient’s oral hygiene procedures, allowing biofilm
accumulation (AAP, 1996). Although the presence of keratinized tissue
is not an essential factor in maintaining periodontal tissue health [1,2]
its presence promotes comfort during oral hygiene procedures per-
formed by the patient [3,4]. Thus, surgical correction of these de-
formities is sometimes necessary to prevent dental biofilm formation

technique that presents the most predictable and stable results over time
[4]. It is also the gold standard for the recovery or creation of the ker-
atinized and inserted tissue band, not only around the teeth but also in
implants [6]. The technique consists of obtaining an amount of con-
nective tissue and masticatory epithelium from the hard palate region,
which is transplanted to the recipient bed. However, relevant side effects
due to free gingival graft uptake have been reported: bleeding, pain, and
patient discomfort [3,7]. In addition, donor area repair is relatively slow
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as this process occurs through secondary intention healing [7,8] and
these factors together may limit the patient’s acceptance of the surgical
technique. Thus, the search for dressings that accelerate the healing
process of the hard palate may benefit patients with a shorter and more
comfortable postoperative period.

The use of latex-based biomaterials has been shown to accelerate
wound healing properties in preclinical and clinical studies [9,10].
Natural latex is a product extracted from rubber trees (Hevea brasi-
liensis), where surgical gloves, condoms, and air balloons are made of
this material. Latex is a mixing colloidal rubber particles stabilized by a
thin layer of phospholipids and proteins, containing about 40-45 %
weight of rubber (poly (cis-1,4-isoprene)), 4-5% weight of non-rubber
constituents such as proteins, lipids, carbohydrates and sugar, and 50
% of water (Fig. 1). Allergic reactions after repeated contact with latex
are commonly reported in the literature, but current latex-product
production protocols remove most of the proteins associated with
these adverse effects [11].

Natural latex membranes already demonstrated to be biocompatible
[12]. Their use was suggested to enhance the pericardial repair in dogs
[13], optimize abdominal wall closure in rats [14], induce corneal
angiogenesis in rats [15], accelerate the healing of bones [10], nerves
[16], and connective tissue [9]. However, natural latex membranes as
physical barriers for wound and tissue regeneration in dentistry are not
common. These membranes have not been routinely used in dentistry,
although they are easy to apply, have favorable characteristics in the aid
of wound healing, and can act as a protective agent for donor areas in
free gingival graft [17], expecting to aid promoting patient comfort.
Obviously, there are no studies focusing on the use of latex membranes
on the human palate.

Thus, the aim of the present study was to evaluate the use of an
exclusively developed latex membrane, to act as physical barrier to aid
wound healing, epithelization, and pain in the palate region after free
gingival graft harvesting. The hypothesis that latex membranes posi-
tively interfere with these parameters was tested.

2. Materials and methods

This study was approved by the university’s ethics committee for
human research (#1.215.131) and was given a clinical record number
(U1111-1204-1637) (http://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-3t83b5/).
The procedures followed were in accordance with the ethical standards
of the responsible committee on human experimentation (institutional
and national) and with the Helsinki Declaration of 1975, as revised in
2000.

2.1. Latex membrane production

A batch of latex membranes was developed exclusively to this study.
The natural latex membrane was produced by mixing different latex
clones (RRIM 600 and PB 235) extracted from rubber trees (Hevea bra-
siliensis) (BDF Trade of Agricultural Products LTDA, Guaranta, Sao
Paulo, Brazil). After extraction, the latex was centrifuged along with

rubber

phospholipid

protein

Fig. 1. Natural rubber latex particle (adapted from Floriano et al.) [18].
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ammeonia at 19.000 rpm to reduce the amount of proteins that can cause
allergic reactions, separating those proteins which have a molecular
weight of about 14 kDa [11]. The membranes were produced by simple
deposition, in which 2 mL of latex was deposited on a stainless steel
circular plate (50 mm in diameter). The membranes were polymerized
at room temperature, under ultraviolet light, for 48 h, and finally ster-
ilized with ethylene oxide gas exposure [10,19].

2.2. Latex membrane characterization

From the produced batch, some membranes were randomly selected
to the characterization tests. The membranes were tested in the dry
state, as they would normally be used in the clinic. All membrane-
characterization experiments were performed in triplicate.

The surface morphology of the membranes, as well as the arrange-
ment of the polymers were observed using a scanning electron micro-
scope (SEM; Zeiss EVO 50, England) at an accelerating voltage of 2.00
kV and magnifications of x300. Samples were previously carbon sputter
coated (20 nm thick) (SCD-050; BalTec, Vaduz, Lichtenstein). The pore
size of the membranes was analyzed in a semi-automatized manner
using dedicate image analysis software (Image J, Image J NIH, Bethesda,
USA), and based on all pores visible in the image (e.g. hundreds). The
average pore size measured in each image was selected to represent the
sample. The average among the triplicate was selected to represent the
material.

The Fourier Transform Infrared spectroscopy (FT-IR) was used to
identify different types of chemical bonds present in the latex mem-
branes, which were characterized using a TENSOR 27 (Bruker, Ger-
many) source: HeNe laser; detector: DLaTGS, directly by Attenuated
Total Reflection (ATR) method. The equipment was equipped with a
diamond-coated crystal, and the test was performed with a resolution of
4cm 1and 32 scans, over a range of 4000-4000 cm 1, at room tem-
perature. Mechanical strength testing was applied in membranes (44.8
mm x 26.19 mm x 0.84 mm) by the mechanical testing machine (EMIC
DL 2000) with 10 kgf load cell at 500 mm min ! (according to ASTM
D412) at 28 °C (Murbach et al. 2014). For contact angles analysis, an
OCA (Dataphysics) 25-HTV 1800 with video-based optical was used. 17
uL of deionized water was placed on the surface of the membrane. The
measurement of the contact angle between the drop and the surface of
the material was calculated with the use of the SCA20 software. The
latex membranes were subjected to 10 measurements each [20]. The
swelling kinetics of latex membranes were incubated in 50 mL of PBS
(7.4 pH) at 37 °C. The measurements were performed by the gravimetric
method. After hydration for 0.5, 1, 1.5, 2 and 24 h, the membranes were
removed, excess water was dried from the surface with filter paper and
subsequently weighed. The degradation behavior was calculated for
latex membranes during 15, 30, 60 and 120 days. Membranes were
incubated in closed bottles containing 50 mL of PBS (pH 7.4) at 37 °C.
After the degradation period, the membranes were washed, dried in an
oven at 50 C for 24 h, kept in a desiccator for 24 h and weighed. The
degradation behavior percentages of the membranes were calculated
using the dried mass obtained before and after degradation.

2.3. Patient selection

Twenty-four patients (age 30-70 years, mean 45 years), with indi-
cation to perform free gingival graft technique were selected at the
Periodontology Clinic, School of Dentistry, Sao Paulo State University
(Unesp), Department of Diagnosis and Surgery, Araraquara, Brazil (from
June 2016 to June 2017).

As inclusion criteria, patients should have good oral hygiene and
absence of onset periodontitis (plaque index <20 %, and bleeding on
probing <20 %), and possibility of returning in the pre-established pe-
riods for examinations. All patients signed an informed consent form for
their participation in the study. Active/former (at least 1 year) smokers,
patients with systemic problems interfering with healing (i.e. diabetics,
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immunodeficiencies, and blood dyscrasias), patients taking chronic
drugs that influence the biological response of connective tissue (i.e.
drugs indicated for arthritis, calcium blockers and anticonvulsants, anti-
inflammatories, and antibiotics), carriers of bruxism, alcoholics, chem-
ical dependents, pregnant and lactating women, and patients with his-
tory of radiotherapy in the head and neck region or chemotherapy were
not included in the study sample.

2.4. Confection of acrylic plates

Two months before the surgical procedure, a basic periodontal
treatment was performed, which included scaling procedures with hand
instruments, oral hygiene instruction and brushing assessment. One
week prior to the surgery, all patients were taken an impression, using
alginate. The impressions were used to produce casts, from which
modified acrylic protector plates (i.e. Hawley plate) [21] were pro-
duced. In the internal part of the plate, in the region of the first and
second premolars and first molars, a space for the placement of surgical
cement was created.

2.5. Group allocation

On the surgery day, patient randomization was performed drawing a
lot, which served to allocate them into two groups (control and latex),
according to the type of protection that was used to protect the hard
palate wound following the removal of the free gingival graft removal.
In the control group (CG) (n = 14, 11 women and 3 men, mean age 45.3
+ 12.2 years), the wound was covered with the acrylic plate associated
with surgical cement. In the latex group (LG) (n = 10, 7 women and 3
men, mean age 45.7 + 12.0 years), the wound was covered with the
latex membrane, which had the acrylic plate associated with the surgical
cement placed underneath it.

2.6. Graft removal and donor bed preparation

Immediately prior to the surgical procedure, antisepsis was per-
formed in the operative field using mouthwash with 0.12 % chlorhexi-
dine digluconate (Periogard, Colgate, Sao Paulo, SP, Brazil) for 1 min.
Soon after, local anesthesia was performed with 3% Mepivacaine (NOVA
DFL, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) and Epinephrine 1: 200000 (NOVA DFL,
Rio de Janeiro, RJ, Brazil). After preparation of the free gingival graft
recipient bed, the palatal region between the first premolar and the first
upper molar, 2 mm below the gingival margins, was demarcated using a
paper template obtained according to the size of the graft that should be
removed. With the template in position, a 15C scalpel blade (Solidor,
LAMEDID, Barueri, SP, Brazil) was used to delimit the graft size. With a
millimeter-demarcated probe (Willians, Golgran, Sdo Caetano do Sul,
SP, Brazil), the thickness of the tissue to be removed was standardized at
2 mm. For the final graft uptake, the scalpel blade was carefully inserted
into the anterior margin of the demarcated area on the hard palate and
then slightly tilted so that the donor area graft detachment could begin,
until the blade reached the posterior margin of the incision. Finally, the
graft was removed and transferred into the site to be grafted.

Donor area bleeding was controlled by digital pressure associated
with the use of sterile gauze soaked in saline. After bleeding control, the
first (i.e. baseline) measurements and evaluations of the surgical bed
area were performed, before the wound was finally protected with the
acrylic plate or membrane and acrylic plate, according to the group. In
the latex group, the membrane was fitted over the surgical wound,
exceeded it by 2 mm in its entire length. For both groups, surgical
cement was used directly over the acrylic plate (Pericem, Technew, Rio
de Janeiro, RJ, Brazil).

2.7. Postoperative care

Immediately after the surgery, the patients were prescribed oral
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intake of Nimesulide (100 mg) and Dipyrone (500 mg) for 3 days,
together with Amoxicillin (500 mg), for 7 days. Additionally, 0.12 %
chlorhexidine gluconate-based mouthwash (Periogard, Colgate, Sao
Paulo, SP, Brazil) was prescribed for 14 days. Along with this protocol,
care about food intake and the maintenance of acrylic plate were ori-
ented to patients, as well as the possible consequences of not following
such guidelines, which may cause exacerbated discomfort, greater pain
sensitivity, and problematic healing.

The patients returned for postoperative control and further exami-
nations 3, 7, 15 and 30 days after surgery. At these time points, stan-
dardized photographs, epithelization and bleeding, and self-reported
pain evaluation were also conduced. At days 3 and 7, the acrylic plate
was removed, and the wound washed with saline, before any evalua-
tions took place. At these time points, for the patients in the latex group,
the latex membrane was replaced by a new one. For both groups, the
surgical cement was changed. At day 15, the acrylic plates were
removed from all patients, regardless of group.

2.8. Wound healing area evaluation

A single, previously trained and calibrated examiner performed all
examinations. Wound healing was measured from standardized digital
photographs taken at baseline, 3, 7, 15, and 30 days postoperatively.
These standardized photographs were taken using the Canon Rebel T5i
camera with Canon Ef 100 mm f / 2.8 Macro Usm lens, and a Canon
Macro Ring Light MR-14 EX II flash. When the photograph was taken, a
millimeter-demarcated probe (Willians, Golgran, Sdao Caetano do Sul,
SP, Brazil), was placed beside the wound, to serve as linear calibration
standard when measuring the areas from the photographs.

The digital photographs were saved as uncompressed bitmap (BMP)
files and imported into dedicated image analysis software (Image J NIH,
Bethesda, USA). The photographs coded according to the patient,
however the examiner was not aware of group distribution. The
observer started by adjusting the linear scale of software, based on the
millimeter-demarcated probe visible in the photograph. The observer
then proceeded delineating (i.e. drawing) the wound healing area in the
picture, which was measured in mm?. Before starting the evaluation of
the photographs included in the study, examiner calibration was ob-
tained by evaluating photographs of 10 patients not included in the
study, in duplicate, with a 7-day interval between evaluations. The area
measurements of the calibration round presented an intra-class corre-
lation coefficient (>0.85), which assured adequate examiner
calibration.

2.9. Epithelization evaluation

Also, at baseline, 3, 7, 15, and 30 days postoperatively, epithelial-
ization evaluation was performed by gently tapping a gauze, soaked
with 3% oxygen peroxide, to the wound area, allowing the observation
of gas blisters in the wound area. When the contact of oxygen peroxide
produced these gas blisters, it indicated the absence of epithelium in the
region. Epithelization was therefore scored on a dichotomous scale
(present/absent).

2.10. Bleeding evaluation

Donor area bleeding was evaluated by means of visual inspection,
and controlled by digital pressure associated with the use of sterile gauze
soaked in saline. Bleeding was therefore scored on a dichotomous scale
(present/absent).

2.11. Self-reported pain (VAS)
Pain was assessed through self-reporting, not at baseline, but also at

postoperative periods of 3, 7, 15, and 30 days. Self-reporting was per-
formed with aid of a visual analog scale (VAS) [22]. The scale was
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standardized with 10 cm, numbered 0-10, in which the value 0 indicates
total absence of pain and the value 10 at the end of the scale, indicates
severe pain. The scale was presented to the patients, and they answered
the degree of pain in the different experimental periods, by crossing the
scale in the value they thought to be representative of their pain.

2.12. Data treatment

Data from the wound healing area, epithelization, bleeding, and self-
reported pain (VAS) was noted on dedicated software (GraphPad Prism
8, GraphPad, San Diego, CA, USA), which was also used for further
statistical analysis. Self-reported pain data was converted to a percent-
age, measuring the distance from the start of the scale to the point
marked by the patient (i.e. 0 was converted to 0% and 10 was converted
to 100 %). Based on the wound healing area data, wound closure was
calculated, as a percentage. This was performed considering how much
was remaining of the original wound area in each period, subtracting the
area found in that specific period from the initial area.

Wound healing area and wound closure data were assessed by the
Shapiro-Wilk normality test. Data was found to be normally distributed.
Unpaired ttest was applied to evaluate the differences between the
groups in each evaluation period. Repeated-measures ANOVA followed
by Tukey’s post-test was applied to evaluate the differences among the
periods, within each group. This was also the case for the self-reported
pain. According to the case, adequate simultaneous-hypothesis-testing
correction was included in the analysis (i.e. the Holm-Sidak correction
was applied to the t-tests). Epithelization and bleeding were assessed by
means of chi-square tests, to assess differences between the groups, in
each period. McNemar’s test was used to assess the differences among
the periods, within each group. All tests were applied at a significance
level of 5% (p < 0.05).

3. Results
3.1. Latex-membrane-related parameters

The membrane was smooth and continuous, without irregularities in
its surface. In addition, regions of phase separation were not observed,
as well as pores, although the natural latex had porosity in nanoscale
[23]. The membranes presented a thickness of 0.512 + 0.005 mm and
average pore size smaller than 50 nm in diameter. Fig. 2(A) shows the
images of the latex membrane surface with magnifications of 300 x .

Fig. 2(B) presents FT-IR spectrum of the natural rubber used in the
latex membrane, in which the cis-1,4-polyisoprene absorption band of
strong amplitude corresponding to —CH out of plane bending is
observed at 873 em™}; the trans isomer has no absorption at this wave-
length. A closer inspection of the infrared spectra reveals that it has
absorbance bands at 1240 em™, corresponding to O—P—O asymmetric
stretching of phospholipids indicating the presence of associated phos-
pholipids at the rubber chain. The absorptions bands at 1374 em™ (CHz
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deformation), and 1495 cm™! are characteristics of CH, deformation.
The absorption band at 1658 em™! correspond to C=C stretching in cis-
1,4-polyisoprene. The CHj asymmetric stretching in FT-IR of latex
membranes is observed at 3040 em™.

The analysis of the mechanical properties showed that the developed
latex membrane has high elasticity with large deformability, being a
good choice for biomedical applications. Fig. 2(C) presents typical
elastomer stress-strain curve, where the tensile strength to latex mem-
brane was 1.02 MPa, whilst the deformation of biomaterial was 960 %
and modulus of elasticity was 0.81 MPa.

As for the wettability, water drops in contact with the membrane
surfaces produced contact angles varying from 83.1° to 90.5° with mean
of 86.60° and with standard deviation of 2.44. The swelling assay
showed that the developed membrane had a swelling percentage of 10.2
% (Fig. 3A). The degradation of the membrane (mass loss) was of 2.15 %
after 120 days at 37 °C (Fig. 3B).

3.2. Patient-related parameters

All 14 patients included in the control group were followed to the
end of the study, uneventfully. From the 10 patients included in thelatex
group, 4 withdrew from treatment after the 7th day. There was an
attempt to contact these patients by telephone, but they did not answer,
so they did not return for further controls.

Fig. 4 shows a patient from the control group at the time of surgery,
starting from baseline, as assessed for wound healing area evaluation
(A). At the three-day postoperative period (B), no margins of exudate
formation were observed. At seven days (C), the wound was still in the
process of epithelialization. At 15 days (D) the wound already shows
complete closure, but with a slightly swollen region. At 30 days post-
operatively (E), the palate scar is practically nonexistent.

Fig. 5 presents a patient from the latex group, also starting from
baseline (A). At the three-day postoperative period (B), there is an
exudate region, extending within the wound margins. This exudate is no
longer visible at the seven days postoperative control (C), when a white
area is visible, limited to the center of the wound. This confirms that the
wound did not close completely at that time, as confirmed by the
application of hydrogen peroxide in the site and consequent formation
of blisters. At 15 days postoperative (D), the wound was fully healed,
and a well-defined scar was visible on the palate, with an overall aspect
suggesting a more advanced healing stage than in the control group. In
the last observation period (E), the scar is difficult to visualize, and the
palate tissue is back to normal.

Table 1 presents the data of all assessed parameters (wound healing
area, epithelization, bleeding, self-reported pain, and wound closure).
The standard-deviation values found in this pilot study interfere with the
sample power (approximately 50 %, considering a non-inferiority trial
in which the groups were actively compared after 7 days). As for wound
healing area and wound closure, repeated-measures ANOVA followed
by Tukey’s post-test showed significant healing improvement from
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Fig. 3. Swelling (A) and degradation (B) profiles of the developed natural latex membranes.

Fig. 5. Patient from the latex Group, at baseline (A), and at 3 (B), 7 (C), 15 (D), and 30 (E) days post-surgery.

Table 1

Mean (and standard deviation) of wound healing area (mmz), epithelization (% of positive), bleeding (% of positive), self-reported pain (%), and wound closure (%),
according to group and period. Unpaired t-tests (wound healing area, self-reported pain, and wound closure), and chi-square tests (epithelization and bleeding), were
applied to evaluate the differences between the groups, in each evaluation period. However, this difference was never statistically significant (NS).

Parameter Group Baseline 3 days 7 days 15 days 30 days P
i 59.05 + 5
Wound healing area E:::"l ;;22; f;ég g?:gj i };;‘; 31.26 + 18.6933.68 + 18.12 (1). sk o 8 NS
Epithelization E::::d - g (2)1 i ;80 igg NS
- = . = 3 z o
sobrpotpin e -
g 2704 A 94207
oo {2 e e D e s

baseline to 3 days (p < 0.05), from 3 days to 7 days (p < 0.001), and
from 7 to 15 days (p < 0.001), for both groups. Also, for both groups, no
differences were noticed from 15 to 30 days postoperatively, due to full
closure of the wounds. Reported pain was rather low, on average, in all
assessed periods, and associated to large standard deviations. Repeated-
measures ANOVA followed by Tukey's post-test showed that, for both
groups, self-reported pain was almost inexistent and significantly lower

at 15 days (p < 0.05, compared to 3 days). McNemar's test showed that
epithelization, for both groups, was reached and advanced stage at 15
days (p < 0.05, compared to 3 days). As for bleeding, McNemar’s test
showed that already at 7 days patients from both groups presented
positive control of wound bleeding (p < 0.05, compared to 3 days).
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4. Discussion

The present study is a pilot randomized controlled trial study, which
evaluated the use of natural latex membranes over wound healing,
epithelization, and pain in the palate region after free gingival harvest.

The latex membranes were developed exclusively to the study. The
physical, chemical, and mechanical characteristics of the developed
membrane showed interesting properties. The previous literature on the
topic suggests that different temperatures during latex processing (latex
liquid form) creates diversity degrees of porosity in the latex membrane,
as well as diverse surface patterns (i.e. irregularities). [23,24] In the
present study, the developed membrane was found to be smooth and
continuous, without any irregularities, and with porosity in the nano-
scale, with would be ideal for using the membrane as a sustained drug
delivery system [19]. Inaccording toBorges et al. [24] latex membranes
with and without pores showed osteoblasts can adhere in latex mem-
branes submitted to different thermal treatments, presenting adhesion
structures, such as lamellipodia, proving to be suitable for guided
regeneration. Barros et al. [25] related latex membranes produced by
the casting method, at room temperature (25 °C), have lower pore
density surface, as suggested by the present findings. FT-IR spectrum of
the developed membrane pointed at the presence of cis-1,4-poly-
isoprene, that is the main component of latex [24,26], beyond the
aldehyde group responsible for cross-linking between the latex chains
[27], as well as, lipids, neutral glycolipids and phospholipids [28],
demonstrating that the composition of biomaterial was preserved. The
modulus of elasticity observed for the latex membrane was 0.81 MPa, in
accordance with those observed to Barros et al. [25] and Garms et al.
[29]. The modulus of elasticity (or modulus of Young) is the slope of the
stress-strain curve in the range oflinear proportionality of stress to strain
(0-10 % to deformation), wherey = 0,8219x - 0,0015 and R?=0,9973.

In addition, the value of modulus of elasticity of the developed
membrane is close to human epithelial tissue, which ranges from 0.01 to
50MPa [30,31], when assessed under the same conditions tested in the
present study. The results of the present mechanical resistance test
suggest the latex membrane can be utilized for biological applications,
and it presents a morphological structure suitable to act as a cellular
scaffold. On the contact angles analysis the present results are in ac-
cording to Morise et al. [32], that have found wettability of latex
membranes to be above 66.2°. Besides, Barros et al. [33] observed that
water drops in contact with the latex membrane surfaces produced
contact angles of 75.13°. These results point at an intermediate wetta-
bility (45° <x<90°) of the latex membranes. As for the swelling, Cesar
et al. [28] observed the low absorption capacity of water by the latex
membrane (12 % in 24 h). Barros et al. [34] observed that the membrane
absorbed over 1.08 g of water per grams of membrane in 18 h. Saijun
et al. [35] showed similar results in relation to swelling percentage of
latex membrane. The low absorptive of membrane is due to proteins and
phospholipids from the rubber tree in its composition. On our degra-
dation (mass loss) assay, the value found was low and it is in according
to the literature. Saijun et al. [35] evaluated the mass loss of the natural
rubber latex and obtained values of about 1% during 90 days of im-
mersion in water. Also, Cesar et al. [28] observed degradation of 0.6 %
in 120 days. In other words, the mass loss measurements suggest the
degradation of the membrane as not relevant, over 120 days.

Although some authors have already used latex membranes in the
clinic, its action on the palate, specifically in situations of free gingival
graft, have not yet been reported. Silva & Meniscalco [17] used latex
membranes to aid wound healing from palatoplasty in dogs, with a
palate defect being very similar to the one found in humans palate after
free gingival graft harvest. Following the promising results found by
those authors, the interest for using the latex membrane in a clinical
situation, as proposed in the present this study, is valid. This material
has proved to have biocompatibility [13,36] and that it can act as a
physical barrier against mechanical damages to wound sites [30], being
able to maintain the wound healing process without any harmful effect,
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as proven by the presented results.

Some studies have tested biomaterials as collagen (CollaCote®) [37],
transparent polyurethane film with self-adhesive (Opsite® e Aquacel®)
[38-40], topical application of simvastatin/chitosan gel [41], among
others, in order to accelerate the process of epithelialization of gingival
graft donor area wounds and consequently reduce morbidity of this site
and bring more comfort to the patient in the postoperative period. The
main advantage of the latex membrane when compared to the products
mentioned, is its low cost, making it a more accessible biomaterial. In
addition, it has a low potential for ransmitting infectious diseases, since
it is a material of plant origin [15]. However, there are no studies that
benchmark natural latex membranes with other products with the same
purpose. Therefore, studies highlighting the plausibility of latex mem-
branes in the clinic, assisting in wound healing, along with the other
studies background studies presented, were important precursors to our
interest in a new application of the latex membrane.

The results obtained in the present study regarding wound epitheli-
alization showed no statistical differences between the groups treated
with or without the suggested latex membrane. Within 3 days a whitish
halo can be observed at the edges of the latex group wounds, which
characterizes a common process in wound closure, where there is an
epithelial proliferation in the injury region [42]. However, although in
the present study this parameter was not tested, these findings may be
related to the angiogenic capacity of latex. Mendonga et al. [43], eval-
uated the vascular permeability and angiogenic activity of latex mem-
branes. The results showed an increase in the number of vessels and
vascular permeability during the healing process. The authors credit
these results to the polypeptide structure of the material.

In the present study, after 30 days, there were no significant differ-
ences between the control group and latex in the epithelialization pro-
cess. These results agree with those of Frade et al. [44], who evaluated
the healing of chronic ulcers after 30 days with latex membrane
compared to chlorofenical-associated fibrin ointment and found no
differences between groups. Silva & Maniscalco [17] evaluated the
palate healing of dogs, where the results showed that the wounds
covered with the latex membrane presented faster closing compared to
the group without material. The authors suggested that these results
may be related to the biocompatibility of the material, as it has a
chemical structure consisting mainly of carbon and hydrogen. Studies
with this material have demonstrated its biocompatibility, even in rat
alveoli, as well as its angiogenic capacity, which can accelerate the
healing process in both human and animal models [45].

Latex membranes have shown good results in terms of wound heal-
ing optimization: dog palate, rabbit ears, latex membrane replacement
of dog pericardium, reconstruction of iatrogenic defects in the abdom-
inal wall of rats, skin of diabetic patients, tympanoplasty, and healing of
chronic venous ulcers [44]. Although the results on wound epithelial-
ization of the latex group were not superior to the control group, the
patient’s pain self-report showed a significant decrease, just like on the
bleeding parameter. One hypothesis for this result may be related to the
antimicrobial and antifungal activity of some specific proteins present in
the used latex, such as hevein, leading to a decrease in the inflammatory
process [46,47], which could reduce pain sensation. This allows the
researchers to speculate that a possible advantage of the latex mem-
branes used in the clinic may not necessarily be a faster recovery, but
specially a less painful recovery.

Within the limitations of this study, it is fair to speculate that the
reduced sample size interfered with the statistical power of the per-
formed statistical tests. However, the reported standard deviation pro-
videsrelevant information for adequate sample size calculation in future
studies. Roughly, approximately 40 patients in each group would be
necessary to highlight significant differences between the two tested
approaches (with and without a membrane). Also, a split-mouth design
could be speculated on. However, this clinical experimental setup could
then hide the results related to pain. Another drawback was the with-
drawal of some patients, who did not return in the required
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postoperative periods, and consequently decreased sample size. In this
way, we preferred to define this as a pilot study. Bearing this information
in mind, the current sample size is not enough to provide a broader view
of latex action, as well as to assess its full statistical and clinical signif-
icance. Thus, it is necessary to carry out further studies with this ma-
terial, not only with a larger number of individuals, but also, including
the incorporation of drugs or other substances, such as growth factors, to
the membranes. Another limiting factor for the total accuracy of how
effective latex can be in relation to pain sensation is that pain mea-
surement is often subjective, with a different threshold between each
patient, which may present a large variance and usually leads to large
standard deviations.

Even though the present results did not show superior palate healing

following the use of latex membranes, we believe they are relevant
considering the possibility of further studies with the same material (e.g.
evaluate the incorporation of drugs to the membranes - antibiotics, pain
killers, anti-inflammatories, and growth factors). One can speculate on
the possibility based on the fact that the latex membranes allow porosity
control during its manufacturing process, adjusting its macro-, micro-,
and nano-structure to promote drug release [11]. Furthermore, this
feature is important in the integration between living tissue and
implanted material [48]. These would be especially interesting when the
focus is set to such a challenging area, the oral cavity.

5. Conclusion

The use of latex membranes did not lead to any beneficial effects

following free gingival harvesting. On the other hand, tested membranes
did not delay palate healing and showed biocompatibility, not initiating
any allergic or uncomfortable sensation to the patient. Although without
statistical significance, self-reported pain and bleeding was lower for
patients treated with a latex membrane.
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3.2 Estudo 2**

Spin JR. Utilizacdo de membrana de latex natural associada a prépolis e ao

Cetoprofreno sobre o reparo de areas doadoras para enxerto gengival livre

Resumo

O objetivo desse estudo clinico, controlado e randomizado foi avaliar o reparo de
feridas no palato duro provenientes da remogéo de enxerto gengival livre utilizando
membranas de latex natural, com a incorporacdo de compostos (cetoprofeno e
propolis). Foram selecionados 44 pacientes que apresentavam indicacdo para
realizacdo de enxerto gengival livre epitelizado. Os pacientes foram submetidos ao
procedimento cirurgico para remocao do enxerto gengival livre da area de palato duro.
ApO6s a remogédo do enxerto os pacientes foram randomicamente alocados em um dos
trés grupos de acordo com o tratamento a ser utilizado para proteger a regido doadora
do enxerto: Grupo controle (GC): A ferida é recoberta com placa acrilica associada ao
cimento cirtrgico; Grupo Latex + Cetoprofeno (LC): a ferida é recoberta com placa
acrilica associada a membrana de latex com incorporacdo de cetoprofeno e Grupo
Latex + Propolis (LP): a ferida é recoberta com placa acrilica associada a membrana
de latex com incorporacdo de propolis. Foram feitas tomadas fotograficas
padronizadas das regifes das feridas nos periodos de baseline, 3, 7, 15 e 30 dias. Um
examinador cego aos grupos experimentais e calibrado realizou as avalia¢des clinicas,
levando se em consideracdo os parametros: 1) area da ferida; 2) area de superficie
epitelizada por meio da utilizacdo de dgua oxigenada aplicada na regido; 3) avaliacao
do autorrelato de dor por meio da aplicacdo de uma escala de VAS (Escala analégica
visual). Os resultados obtidos mostraram que para os trés grupos houve diferenca
significativa da dor reportada nos periodos de 3 para 15 dias e de 7 para 15 dias.
Dentre os grupos, 0 grupo com associacao de Cetoprofeno teve maior reducdo média
da &rea da ferida de 3 para 7 dias e de 7 para 15 dias.

O uso da membrana de latex com a associacao de compostos ndo promoveu qualquer
injuria ao palato dos pacientes, sem interferir no processo cicatricial, onde o grupo
associado ao Cetoprofeno apresentou uma cicatrizagdo mais rapida e com menor
relato de dor.

Palavras-chaves: Cicatrizagdo. periodontia. Latex

* Trabalho formatado segundo as normas da revista Biomaterials Advances para a qual pretende-
se submeter.
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Spin JR. Use of natural latex membrane associated with propolis and ketoprofen on the

repair of donor areas for free gingival graft.

Abstract

The aim of this controlled, clinical and randomized study was to evaluate the repair of
wounds on the hard palate resulting from the removal of a free gingival graft using
natural latex membranes, with the incorporation of compounds (ketoprofen and
propolis). We selected 44 patients who had an indication for performing an
epithelialized free gingival graft. Patients underwent a surgical procedure to remove the
free gingival graft from the hard palate area. After graft removal, patients were
randomly allocated to one of three groups according to the treatment to be used to
protect the graft donor region: Control group (GC): The wound is covered with an
acrylic plate associated with surgical cement; Latex + Ketoprofen Group (LC): the
wound is covered with an acrylic plate associated with a latex membrane with
ketoprofen incorporation and Latex + propolis Group (LP): the wound is covered with
an acrylic plate associated with a latex membrane with propolis incorporation.
Standardized photographs of the wound regions were taken at baseline, 3, 7, 15 and
30 days. An examiner blinded to the experimental and calibrated groups performed the
clinical evaluations, taking into account the parameters: 1) wound area; 2)
epithelialized surface area through the use of hydrogen peroxide applied to the region;
3) assessment of self-reported pain through the application of a VAS scale (Visual
Analog Scale) and 4) assessment of a form on postoperative medication intake. The
results obtained showed that for the three groups there was a significant difference in
reported pain in the periods from 3 to 15 days and from 7 to 15 days. Among the
groups, the ketoprofen association group had the greatest mean reduction in wound
area from 3 to 7 days and from 7 to 15 days.

The use of latex membrane with the combination of compounds did not cause any
injury to the patients' palate, without interfering with the healing process, where the

group associated with ketoprofen showed faster healing and less pain.

Keywords: Wound healing. periodontics. latex



28

1 Introducéao

O latex natural ja € bastante utilizado na confeccdo de diversos produtos,
desde fabricacdo de luvas e preservativos até como parte de equipamentos utilizados
na medicina e na odontologia’®. Atualmente, o latex é comercializado como curativo
(BIOCURE®), em mais de 60 paises, para tratamento de Ulceras em pacientes com
diabetes dentre outras aplicacdes’™. O uso do latex natural em forma de membrana
tem sido indicado para novas aplicacées biomédicas por sua biocompatibilidade**3,
baixo custo e alta resisténcia mecanica®, além de se mostrar capaz de estimular a
angiogénese, a adesdo celular e a formagdo de matriz extracelular®®, promovendo a
reparacao tecidual®®. Na odontologia, a busca por um curativo capaz de acelerar a
cicatrizagdo e diminuir a dor do paciente tem sido foco de estudo nos ultimos anos,
principalmente em procedimentos cirdrgicos que possam promover efeitos colaterais
que tragam desconforto ao paciente. A cirurgia de enxerto gengival livre € uma técnica
bastante difundida no tratamento de deformidades muco gengivais® pela sua facil
execucdo e por apresentar resultados previsiveis e estaveis com o passar do tempo’.
Entretanto, essa técnica nem sempre € facilmente aceita pelos pacientes por conta
dos efeitos colaterais presentes, tais como hemorragia, dor e desconforto, causados
principalmente pela necessidade de um segundo sitio cirargico criado no palato do
paciente, levando a morbidade dessa regido doadora, que ir4 cicatrizar por segunda

intengao™*.

A membrana de latex jA& se mostrou eficiente na cicatrizacdo de palato apos
captacdo de enxerto gengival livre, diminuindo o sangramento e o relato de dor pelos
pacientes e ndo promovendo nenhum efeito adverso no processo de cicatrizagdo do
palato dos pacientes™. Além disso, suas caracteristicas fisico-quimicas se mostraram
viveis para 0 seu uso como um veiculo de liberacdo de farmacos e
compostos**626379 sendo mostrado em novos estudos que através da modificacéo da
superficie da membrana, é possivel se controlar a cinética de liberacédo do farmaco®.
As membranas de latex natural ja tém sido utilizadas como mecanismos de liberagéo

de farmacos’.

O Cetoprofeno é utilizado como analgésico de escolha em muitos casos, pois
atua de forma eficacaz tanto na inflamacao aguda quanto no tratamento a longo prazo
de varias patologias inflamatérias’?, porém, é sabido que seu uso recorrente pode
gerar desconfoto epigastricos”. Uma forma de minimizar tais efeitos é através da
membrana de latex como sistema de liberacdo’, que além de minimizar os efeitos

colaterais do uso de cetoprofeno, também ja se mostrou passivel de ser incoporado a
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membrana sem quaisquer alteragcbes de suas caracteristicas fisico-quimicas e

também garantindo uma liberacédo eficacaz do medicamento’.

A prépolis é outro produto que tem sido estudado visando auxiliar no processo
de cicatrizacdo de feridas. Alguns estudos jA mostraram que seus compostos
quimicos, em grande parte taninos, fendis, flavandides e resinas, independente do
solvente empregado, possuem acgdes bioldgicas importantes como acdo antioxidante,
analgésica e antiinflamtéria, imunomodulacdo, atividades antibacterianas e
antifingicas®'84. Além disso, a prépolis também aumenta a proliferacdo em células de
pele, bem como aumenta a expressdo de compostos importantes no processo de
reepitelizacdo, como colageno tipos | e 1185, Assim, como o cetoprofeno, estudos foram
feitos associando a membrana de latex com a prépolis, onde ndo houve qualquer

modificacdo fisica ou quimica na membrana bem como na eficacia do composto™.

Em 2021, um artigo publicado por nosso grupo de pesquisa’®, avaliou a
utiizacdo de uma membrana de latex na cicatrizacdo de feridas do palato, os
resultados demonstraram que nos grupos com membrana e sem membrana (controle),
houve diminui¢cdo gradativa da area da ferida cirurgica, sendo que a partir dos 15 dias
essa era inexistente para todos os pacientes avaliados e em relagcéo a dor houve uma
reducdo significativa da sensibilidade dolorosa relatada pelos pacientes do grupo latex
em relacdo ao grupo controle. Estes resultados demonstraram que o0 uso da
membrana de latex ndo promoveu prejuizo a cicatrizacdo, apresentando 0s mesmos
resultados clinicos que a utlizagdo de cimento cirdrgico, com a adicdo de ter
demonstrado um menor relato de dor pelos pacientes. Com isso, achamos oportuno
utilizar a membrana de latex associada a alguns compostos visando a melhor

cicatrizacao da ferida e menor dor pés operatoria.

O obijetivo deste estudo foi avaliar em humanos o efeito de uma membrana de
latex natural com a associa¢cdo de compostos sobre o reparo de feridas no palato duro

provenientes da captacéo do enxerto gingival livre.
2 Materiais e métodos

Esse projeto clinico, duplo-cego, controlado e randomizado foi aprovado pelo
Comité de Etica de Pesquisa em Humanos da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP (CAAE: 01692818.8.0000.5416). Apés a orientagdo sobre os
riscos, beneficios da investigacdo clinica, todos os pacientes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. Para todos os procedimentos foram asseguradas as

normas da Biosseguranca da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.
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2.1 Selecdo dos pacientes

Foram selecionados pacientes da Clinica de Periodontia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP, com idade entre 20 e 65 anos que tiveram
indicacdo para realizacdo do procedimento cirdrgico de enxerto gengival livre. Para
inclusdo na pesquisa, 0s pacientes deviam apresentar as seguintes caracteristicas:
auséncia de periodontite e boa higiene oral (indice de placa e gengival <20%), boa
saude sistémica, indicacdo para realizacdo de técnica de enxerto gengival livre,
possibilidade de retornar nos periodos pré-estabelecidos para realizacao de exames e
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovado pelo CEPE
da FOAr — UNESP.

Como critérios de excluséo, os pacientes deveriam estar dentro das seguintes
caracteristicas: pacientes com problemas sistémicos que contraindique a realizagdo de
cirurgia e/ou tenha interferéncia na cicatrizagdo (pacientes com diabetes,
imunodeficiéncias, discrasias sanguineas, entre outras), pacientes fumantes e/ou ex-
fumantes, pacientes que facam uso crénico de medicamentos que influenciam na
resposta bioldgica do tecido conjuntivo como por exemplo farmacos indicados para
artrite, bloqueadores de célcio e anticonvulsivantes, pacientes que utilizam
cronicamente anti-inflamatérios e/ou antibiéticos, portadores de bruxismo, etilistas,
dependentes quimicos, gravidas e lactantes, histérico de tratamento radioterapico na
regido de cabeca e pesco¢o ou quimioterapico e pacientes alérgicos a propolis e/ou

cetoprofeno.
2.2 Grupos e tamanho da amostra

O calculo de amostra foi obtido tomando como por base o estudo de Dias e
colaboradores em 20158, que avaliou o efeito da laserterapia sobre o fechamento do
leito doador do palato proveniente da remocdo de um enxerto gengival livre. No
calculo realizado nesse estudo os autores determinaram que o minimo de variagao
para deteccdo de diferencas entre os grupos deveria ser de 30% com desvio padrao
de 5%, e que determinando o poder B em 0.8 e o poder a em 0.05 em um teste
estatistico bilateral seria necessaria uma amostra de 12 pacientes por grupo para

receber os tratamentos.
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Os pacientes desse estudo foram divididos randomicamente em trés grupos de
acordo com o material que foi aplicado no leito doador no palato duro proveniente da

remocéo do enxerto gengival livre. Os grupos foram definidos como:

- Grupo controle (GC): A ferida foi recoberta com placa acrilica associada ao
cimento cirdrgico;

- Grupo Latex + Cetoprofeno (LC): A ferida foi recoberta com placa acrilica
associada a membrana de latex natural incorporada com cetoprofeno;

- Grupo Létex + Prépolis (LP): A ferida foi recoberta com placa acrilica associada

a membrana de latex natural com incorporacao de prépolis;

2.3 Confeccéo das placas acrilicas

Uma semana antes da realizagdo do procedimento cirdrgico, todos os
pacientes foram moldados e sobre os moldes foram confeccionadas placas de acrilico,
no modelo de Hawley modificadas. Na regido interna da placa, na altura de primeiros,
segundo pré-molares e primeiro molar foi realizado um alivio para colocagdo do

cimento cirurgico.

2.4 Producao da membrana de latex

O latex natural extraido nesse estudo foi obtido da mistura dos clones
(RRIM 600 e PB 235) extraidos das arvores seringueiras (Hevea brasiliensis) (BDF
Comeércio de Produtos Agricolas Ltda, Guaratd, S&o Paulo, Brasil). Ap6s a extracao,
foi adicionado aménia (1% v/v) para preservacado do material na mesma forma liquida
e centrifugado a 19.000 para remover as proteinas com alto peso molecular que sao
responsaveis pelas reacoes alérgicas®”®. A confeccdo das membranas ocorreu pelo
método de simples deposicdo, onde 2mL do latex foi depositado sobre uma placa
circular de 5.00+0.05cm de diametro de inox. O latex natural foi mantido em
temperatura ambiente por 48 horas, até a completa coagulacdo, apresentando uma
espessura de 0.512 + 0.005mm e poros menores que 50nm de didmetro. Em seguida,
as membranas de latex natural foram embaladas e esterilizadas com 6xido de etileno
(Oxetil — Santo Anastacio, Sdo Paulo, Brasil) a fim de garantir a seguranca do
tratamento?®°, A membrana foi confeccionada na faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (UNESP — Araraquara - SP) junto ao Grupo de Bioengenharia e

Biomateriais.
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Figura 1 - Membranas de latex a serem utilizadas na ferida: A — Membrana de latex

sem incorporacdo de compostos, apenas para comparacdo. B — Membrana com

associacao de cetoprofeno. C — Membrana com associagao de propolis.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

2.5 Incorporacgao da propolis ao latex

A cera (resina) de prépolis vermelha foi cedida pela ApisFlora (ApisFlora —
Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brasil). Para a obtencdo do extrato, 0,59 desta cera foram
adicionados em 10mL de uma solucdo hidroetandlica (EtOH-H.O) por dois dias sob
agitacdo (100 rpm). O extrato resultante foi filtrado e seco a 35°C em um evaporador
rotat6rio®. A membrana propolis-latex foi produzida pela adigdo de 1 mL de extrato de
propolis a 3 mL de latex natural em uma placa de Petri com 140 x 15 mm e assim

mantida em estufa por 24 horas®?.

2.6 Incorporacgao do cetoprofeno ao latex

O Cetoprofeno foi adquirido pela farmécia Callithea (Farmécia Callithea — Assis
/ SP, Brasil) em cépsulas de gel sem excipientes, contendo 100mg em pé dissolvidos
primeiramente com etanol para andlise (P.A) e um ajustando para 90% de solucao
aquosa, para evitar a coagulacdo do latex, a temperatura de 25°C. As membranas
foram preparadas depositando 6 mL de latex natural com 4 mL de solugdo de
cetoprofeno (10 mg/mL?') em uma placa Petri com 140 x 15 mm, deixando a mistura

dessa forma por 2 dias para garantir a polimerizacéo total antes do uso’.
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2.7 Tratamento inicial pré-cirargico

Durante 2 meses anteriores a realizacdo da cirurgia foi realizado tratamento
periodontal basico onde todos os pacientes receberam orientacdo de higiene oral,

raspagem e alisamento radicular de todos os dentes e controle de placa bacteriana.
2.8 Procedimentos cirdrgicos
2.8.1 Preparo do leito receptor e remocao do enxerto

Os pacientes a serem submetidos aos procedimentos cirdrgicos
apresentaram a combinacgdo de vestibulo raso e/ou inser¢éo alta de freio associado a
auséncia de faixa de gengiva queratinizada e relataram dificuldade ou desconforto
durantes os procedimentos de higienizacdo em regides associadas aos incisivos

inferiores.

Logo apés, foi executada anestesia local com Mepivacaina 3% (NOVA DFL,
Rio de Janeiro - RJ) e Epinefrina 1:200000 (NOVA DFL, Rio de Janeiro - RJ) e o
preparo dos leitos receptores e doadores de acordo com Spin et al, 2021.

Na regido palatina, entre o primeiro pré-molar e o primeiro molar superior, 2
mm abaixo das margens gengivais é demarcada uma regido para remoc¢ao do enxerto.
O enxerto foi removido da regido, preparado e estabilizado na area receptora por meio
de fios de Nylon (5.0)°. Esta area é protegida por uma lamina de aluminio esterilizada
associada a inser¢cdo de cimento cirdrgico. O cimento foi trocado apés 7 dias e

totalmente removido, juntamente com as suturas no 14° dia de periodo pds-operatorio.

Na regido do palato, apés o controle do sangramento, foram realizadas as
primeiras medidas da area do leito cirargico e uma tomada fotogréafica da regido. As
medidas foram realizadas com uma sonda periodontal tipo Willians (Golgran) que é
utilizada para medir o tamanho e profundidade da ferida. Apés a obtencédo dos dados
foi realizada uma tomada fotogréafica com a sonda posicionada lateralmente a ferida®.
Essa imagem possibilita que no momento da andlise das fotos das feridas, a sonda
seja utilizada como uma escala para calibrar o software de analise de imagens (Image J
NIH, Bethesda, USA), facilitando dessa forma o célculo da area total da regido

doadora.
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2.9 Randomizacdo e cegamento

A randomizacdo foi feita previamente aos procedimentos clinicos. Tal
procedimento foi realizado no dia anterior aos tratamentos, quando do preparo das
fichas clinicas e do equipamento que seria utilizado no momento dos procedimentos
cirdrgicos. Utilizando-se um programa de computador foi obtida uma sequéncia de
alocacdo aleat6ria. A sequéncia foi colocada em envelopes lacrados com o nimero do
paciente e o grupo a que pertencia. O paciente e o pesquisador responsavel pelas
avaliacBes clinicas ndo tiveram conhecimento do tratamento que cada individuo

recebeu.

2.10 Caracterizagdo dos grupos

Apbs o sorteio os pacientes foram relocados em cada grupo, onde no grupo
controle, na parte interna da placa de acrilico foi colocado cimento cirurgico (Pericem —
Technew, Rio de Janeiro - RJ) e entdo a placa acrilica foi adaptada na regido do
palato de cada paciente. Nos grupos latex com associacao dos farmacos, a membrana
foi adaptada sobre a placa acrilica com cimento cirlrgico e entdo colocada sobre a
ferida no palato. Apds os periodos de 3, 7, 15 e 30 dias os pacientes retornam para a
realizacdo de novos exames. Nos periodos de 3 e 7 dias a placa acrilica é removida e
a ferida lavada com soro fisiolégico. Nestes periodos, apds 0s exames, uma nova
membrana de latex foi colocada e a placa acrilica recolocada associada ao cimento
cirdrgico. No grupo controle, apos a limpeza da ferida, a placa é recolocada somente
com novo cimento cirargico. Ap6s 15 dias de pGs-operatério as placas sao removidas

de todos os pacientes independente do grupo.

Figura 2 — Diagrama dos grupos e periodos de observacao
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Fonte: Elaboracgéo prépria
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2.11 Avaliacdo clinica

Um Unico pesquisador, ndo conhecedor dos grupos, realizou as avaliacbes
clinicas e foi calibrado para os pardmetros utilizados. As analises clinicas foram:
analise do fechamento da ferida, &rea de superficie epitelizada, avaliacdo do

autorrelato de sensacao dolorosa.
2.11.1 Andlise do fechamento da ferida

As analises dos leitos doadores foram realizadas nos periodos de 3, 7, 15, e 30
dias de pés-operat6rio. A porcentagem de reducdo do tamanho da ferida foi executada
por meio de analises fotogréficas. Foram feitas fotografias da regido da ferida nos
periodos de 3, 7, 15 e 30 dias apds o procedimento cirargico. As fotos foram
realizadas com uma camera Canon Rebel T5i com a lente Ef 100mm /2.8 Macro Usm
e flash Canon Macro Ring Light MR-14 EX Il. As fotos obtidas foram agrupadas por
paciente e codificadas. Um examinador, ndo conhecedor dos grupos e calibrado
(RSN) realizou a avaliacéo clinica. Para calibracéo, 10 fotos com diferentes periodos
de analise, foram analisadas duas vezes com intervalo de 10 dias. Os valores obtidos
foram analisados pelo teste Kappa para avaliar a reprodutibilidade intra-examinador na
medida de tamanho da ferida. O valor obtido deveria ser maior que 0,8.

2.11.2 Area de superficie epitelizada apds utilizacdo de 4gua oxigenada aplicada

naregiao

A andlise da epitelizacdo da ferida foi feita utilizando-se uma gaze molhada
com peroxido de oxigénio a 3% para observar a presenca de formacédo de bolhas na
ferida. Quando do contato do peroxido de oxigénio h& produgéo de bolhas, indicando-
se a auséncia de epitélio na regido’®. Esse parametro foi anotado de forma dicotémica
(Presenga/auséncia de bolhas), sendo anotado como sim ou n&o, respectivamente, na

ficha do paciente?®.

2.11.3 Avaliacédo do autorrelato de sensacgao dolorosa por meio da aplicagdo da
escala de dor VAS

Para a andlise de dor, foi entregue aos pacientes, nos periodos de
acompanhamento de 3, 7, 15, e 30 dias uma escala analégica visual (VAS)?%,
numerada de 0-10 na qual o valor O indicava auséncia total de dor e 10 indicava dor
extrema. Para a analise estatistica dos dados os valores obtidos sdo expressos em

porcentagem, sendo que o valor O € considerado 0% e 10 considerado 100%.

A escala é apresentada ao paciente onde ele respondeu o grau de dor nos

diferentes periodos experimentais?®.
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2.11.4 Avaliacdo da quantidade de medicamentos utilizados pelo paciente no

pos operatorio

No dia da cirurgia, um questiondrio era entregue aos pacientes onde nela,
todos os dias, por um periodo de 7 dias, o paciente deveria anotar se houve dor, tanto
na regido de palato, quanto na regido onde o enxerto foi posicionado e, se fez uso dos
medicamentos prescritos. Dessa forma, poderiamos verificar uma possivel correlacao

de auséncia ou ndo de dor, com a utilizacdo ou ndo do medicamento.
2.11.5 Protocolo de Cuidados P4s-operatério

Foram prescritos para todos os pacientes durante o periodo pdés-operatério,
Nimesulida (100mg), 1 comprimido de 12 em 12 horas, e Dipirona (500mg), 1
comprimido de 6 em 6 horas por 3 dias, além de Amoxicilina (500mg), 1 capsula de 8

em 8 horas, por 7 dias para consumo por via oral.

Adicionalmente foi prescrito colutério a base de gluconato de clorexidina a
0,12% (Periogard - Colgate, Sdo Paulo - SP) por 14 dias. Junto ao protocolo,
cuidados quanto a alimentagdo e a manutencdo do curativo foram informados aos
pacientes, bem como as eventuais consequéncias do ndo seguimento de tais
orienta¢des, podendo haver desconfortos exacerbados, maior sensibilidade dolorosa

e dificuldade de cicatrizagao.
2.12 Andlise estatistica

Os parametros de area da ferida, reducdo da area da ferida, epitelizacéo,
avaliacdo do autorrelato de dor dos pacientes e avaliagdo de questionario referente
aos medicamentos utilizados pelos pacientes, foram avaliados. Dados da area da
ferida, epitelizagdo e autorrelato dor (VAS) foram anotados em software dedicado
(GraphPad Prism 8, GraphPad, San Diego, CA, EUA), que também foi usado para
analise estatistica. Com base nos dados da area da ferida, foi calculado em milimetros
guadrados e a reducdo da area da ferida foi calculada em porcentagem. Isso foi feito
considerando o quanto restou da area original da ferida em cada periodo, subtraindo-
se a area encontrada naquele periodo especifico da area inicial. A area da ferida e os
dados de fechamento da ferida foram avaliados pelo Teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Os dados foram distribuidos normalmente. Para as comparacdes entre
0S grupos, em um mesmo periodo e, entre os periodos dentro de um mesmo grupo, foi

utilizado o teste de ANOVA seguido pelo pelo pds-teste de Tukey.
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A epitelizacdo avaliada por meio do teste de qui-quadrado, para avaliar as
diferencas entre os grupos, em cada periodo. O teste de McNemar foi usado para

avaliar as diferencas entre os periodos, dentro de cada grupo.

Os dados de dor autorrelatada foram convertidos em porcentagem, medindo-se
a distancia do inicio da escala analdgica visual (VAS), até ao ponto marcado pelo
paciente (ou seja, 0 foi convertido em 0% e 10 foi convertido para 100%). Para as
comparacgfes entre 0s grupos, em um mesmo periodo e, entre os periodos dentro de
um mesmo grupo, foi utilizado o teste de ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. Todos

os testes foram aplicados com significancia nivel de 5% (p < 0,05).
3 Resultados

Foram triados 60 pacientes com indicagcdo de enxerto gengival livre onde
através da anamnese realizada, somente 49 correspondiam aos critérios de inclusédo
de nosso estudo. Destes individuos, 5 desistiram no meio do tratamento. Sendo
assim, os resultados a seguir referem-se a 44 pacientes, sendo 6 homens e 38
mulheres, com idades entre 23 e 68 anos. Dentre estes 44 pacientes, 15 pertencem
ao grupo controle, 15 pertencem ao grupo latex + cetoprofeno e 14 pertencem ao

grupo latex + prépolis.

Na avaliagdo complementar feita com o questionario de medicamentos
ingeridos e a presenca de dor (palato e regido de enxerto) em um periodo de 7 dias,
observamos um numero consideravel de pacientes que néo responderam as questdes
apresentadas. Entretanto, também verificamos que o nimero de pacientes que fez
uso de anti-inflamatério e analgésico, foi diminuindo ao longo dos dias, o que pode
estar associado a reducao da sensacdo dolorosa. Da mesma forma, a maioria dos
pacientes respondeu que usou o antibiético por todo o periodo prescrito. Para a parte
de dor presente no questionario, mesmo com a grande auséncia de respostas, foi
possivel verificar que nos grupos com membrana, no primeiro dia de pds-operatorio,
houve menor relato de dor no palato se comparado com o grupo controle e, para o

grupo com prépolis, no periodo de 2 a 4 dias, 0os pacientes ndo tiveram dor.
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Figura 3 — Fotos dos grupos controle (A), latex + propolis (B) e latex + cetoprofeno (C)
obtidas em cada periodo do tratamento, sendo baseline e 3,7, 15 e 30 dias de p0s-

operatorio, respectivamente.

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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3.1 Area da ferida cirtrgica

Foram feitas fotografias nos periodos de 3, 7, 15 e 30 dias apds a cirurgia, de
todos os pacientes incluidos no estudo. Aos 15 dias, 9 pacientes do grupo controle
apresentavam fechamento total da ferida cirtrgica. O mesmo evento foi observado em
5 pacientes do grupo latex + prépolis, e em 10 pacientes do grupo latex + Cetoprofeno.
Aos 30 dias, para os trés grupos avaliados, todos o0s pacientes apresentavam
fechamento total da ferida cirargica. A maior média da area é dada pelo grupo latex +
propolis (92.2 mm?), seguido pelo grupo latex + cetoprofeno (85.5 mm?2) e controle
(67.4 mm3). Aos 15 dias, o grupo com prépolis ainda apresenta a maior média de area
de ferida (17.2 mm?), enquanto o0s grupos controlem e, com cetoprofeno,

apresentaram médias de 6.3 mm2 e 2.8 mm2, respectivamente.

A figura 4 representa a reducdo da area da ferida, também em porcentagem,
demonstrando que houve diferenga estatistica entre 0os grupos experimentais (latex +

propolis e latex + Cetoprofeno) na comparacao entre 3 e 7 dias.

Figura 4 - Reducéo da area da ferida (média e desvio padrdo, em %)

150
t 3
(o]
AT
O
> 100-
ge]
Q
S S
Q
©
NS 50
0

3 para7 dias 7 para 15 dias

3 Control 3O Latex + prépolis =3 Latex + Cetoprofeno



40

3.2 Epitelizacao da ferida

A tabela 1 mostra a epitelizacdo da ferida em cada periodo e em cada grupo.

Os dados representam o nimero de pacientes positivos para esse parametro em cada

periodo.
Tabela 1 - Epitelizacéo da ferida
Grupo Amostra 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
atual (n)
Controle 15 0 0 9 15
Latex + prépolis 14 0 1 7 14
Latex + cetoprofeno 15 0 2 11 15

A andlise estatistica mostrou ndao haver diferenca estatistica entre os grupos

estudados (qui-quadrado, p=0.72), em nenhum dos periodos estudados.

Na analise intragrupo, houve diferenca significativa (p>0.01) do periodo de 7

dias para o periodo de 15 dias.
3.3 Autorrelato de dor

Na tabela 4 representa a porcentagem de dor, avaliada pela escala de VAS,
em seus valores minimos e maximos dentro de cada grupo e em cada periodo. Aos 3
dias, todos o0s grupos obtiveram valores minimos de 0, porém, o grupo latex +
cetoprofeno foi o grupo que relatou o menor valor de dor (36%), seguido pelo grupo
controle (58%) e grupo latex + prépolis (88%). Aos 7 dias, o grupo latex + cetoprofeno
ainda demonstrou menor dor relatada (22%), seguido novamente pelos grupos
controle (34%) e latex + propolis (82%). No periodo de 15 dias, nenhum paciente do
grupo latex + cetoprofeno relatou dor, e no grupo controle, a maior porcentagem de
dor anotada foi 10% e de 3% no grupo latex + propolis. Aos 30 dias ndo houve
nenhum relato de dor pelos pacientes.

Para os trés grupos estudados, houve diferenca estatistica significativa
(p<0.01, indicando diminuicdo da dor) entre a dor reportada aos 3 e aos 15 dias
(diminuicdo, p<0.01). Quando comparados dentro de cada periodo, os grupos foram

iguais em todos os periodos estudados.



Tabela 2 — Média de dor e, min — méax. relatados em porcentagem (%)
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3 dias 7 dias 15 dias 80 dias
Amostra
Grupo atual (n)
Média | Min Méax. | Média | Min Méax. | Média | Min | Max. | Média | Min | Max.

Controle 15 12.1 0 58 16.4 0 34 6.9 0 10 0 0 0
Latex + 14 7.0 0 88 13.8 0 82 3.0 0 3 0 0 0
Prépolis
Latex + 15 0.7 0 36 0.3 0 22 0.0 0 0 0 0 0
Cetoprofeno
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4 Discusséao

Este presente estudo, clinico, controlado e randomizado, teve como objetivo avaliar o
efeito da membrana de latex natural com associacdo de compostos, sobre o reparo de
feridas em palato oriundas da remocao de enxerto gengival livre. A membrana de latex ja é
utilizada como curativo, podendo acelerar o processo cicatricial>?°4, sem causar injurias
adicionais aos tecidos nos quais ela é colocada, devido a sua biocompatibilidade*. O uso
dessa membrana como curativo em palato apds remogéo de enxerto gengival livre, também
jA estd documentado na literatura’™, utilizando-se uma membrana de latex natural, sem
adicdo de compostos, atuando somente como uma barreira fisica, onde foi avaliada a
cicatrizacao do palato, epitelizacdo e dor relatada pelos pacientes, apdés a remocao do
enxerto no palato. Os autores demonstraram que 0s pacientes que fizeram uso da
membrana, quando comparado ao grupo que ndo a usou, ainda que sem significancia
estatistica, relataram menos dor. Ainda nesse estudo, a membrana apresentou
caracteristicas fisico-quimicas fundamentais para o seu uso como veiculo de liberagéo de
compostos, como alta elasticidade, superficie lisa e porosidade em nano escala,
corroborando com outros trabalhos que a utilizaram para essa aplicacéo’"881929  Sendo
assim, em nosso estudo, utilizamos a membrana de latex como um veiculo para a liberagéo
de Cetoprofeno e prépolis. O Cetoprofeno € um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE)
bastante utilizado em casos de dores cronicas e doencas inflamatoérias agudas e de longa
duracdo, como artrite reumatoide’, atenuando células mediadas pela inflamacdo e
retardando a progressdo da destruicdo tecidual em inflamacGes de articulac&o®-%. Porém,
como citado na literatura, o Cetoprofeno possui efeitos téxicos ao sistema gastrointestinal’®
e uma alternativa para minimizar a incidéncia desses efeitos adversos, é utilizando-se dos
sistemas de liberacdo de farmacos, forma na qual a membrana de latex tem sido utilizada
nos estudos recentes citados. O gel de Cetoprofeno ja foi testado com o intuito de ser
aplicado localmente e reduzir as adversidades ocasionadas pelo farmaco®’%. Porém, essa
forma de aplicagdo ainda trouxe problemas aos pacientes, como fotosensibilidade e
eczemas de contato, que duraram por até 16 dias apés a aplicacdo®’%. Em comparativo
nenhum efeito adverso foi encontrado em nossos resultados, com a adicdo de o grupo com
Cetoprofeno ter relatado menos dor. Esses efeitos favoraveis podem estar relacionados com

a correta escolha da concentragéo utilizada.

A concentragéo utilizada em nosso trabalho foi pautada no trabalho de Floriano et al.,
2018 que mostrou que o farmaco teve 60% de liberagdo em 50 horas e, nessas condicdes,
ndo houve interagdo quimica com a membrana e ndo ocasionando comprometimento a sua

resisténcia mecanica.
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Produtos e compostos naturais também tém sido citados como opcdes de curativo
de feridas, por possuirem em alguns casos, propriedades anti-inflamatérias, antioxidante e
antibacterianas!®. A prépolis é um candidato farmacolégico promissor, que tem sido
utilizado por séculos e é relativamente baratal®l. Esse composto possui propriedades
terapéuticas bem estabelecidas, como acgdo anti-inflamatérial®?, antioxidante'®® e
antibacterianal®, além de ser utilizada para tratamento de feridas diabéticas em animaisi®® e
em humanos!®%7 A prépolis vermelha escolhida para nosso trabalho tem sido difundida
principalmente pela sua excelente atividade antimicrobianal®!°, Para este estudo, a
concentrac@o da propolis vermelha utilizada foi baseada na literatura, onde para esse tipo
de proporcao, € comprovado auséncia de citotoxicidade, além de possuir uma cinética de
liberacdo de até 42% do composto em 96 horas, sem comprometer as caracteristicas

mecénicas da membrana de latex™.

No presente estudo, os parametros avaliados foram area da ferida, epitelizagcéo e a

presenca ou ndo de dor, tanto em regido de palato quanto na regido de enxertia.

A variavel qualitativa observada com auxilio da estatistica inferencial foi a redugéo
da ferida cirargica entre os periodos de 3 e 7 dias, e entre os periodos de 7 e 15 dias,
conforme apresentado na tabela 2. Na comparacdo entre 3 e 7 dias, o grupo latex +
cetoprofeno foi diferente (p=0.03) do grupo latex + propolis. Na comparacao entre 7 e 15
dias, os grupos foram iguais. Em comparacdo, com os resultados encontrados em Spin et
al., 2021, ndo houve diferenca estatisticamente significativa para esse parametro, onde aos
15 dias todos os 14 pacientes do grupo controle ja apresentavam a ferida totalmente
fechada, enquanto no grupo com membrana de latex havia pacientes sem fechamento de
ferida. Para a epitelizacdo os resultados ndo demonstraram diferenca estatistica (p=0.72)
entre os grupos, em nenhum dos periodos. Aos 3 dias, todos os pacientes ainda eram
negativos para esse parametro, ou seja, a ferida ainda ndo se encontrava epitelizada. No
periodo de 7 dias, dois pacientes do grupo com Cetoprofeno apresentaram epitelizacdo da
ferida seguido de 1 paciente do grupo com prépolis. O grupo controle somente apresentou
ser positivo para esse parametro, ou seja, havia epitelizacdo da ferida, aos 15 dias, onde 11
dos 15 pacientes do grupo com Cetoprofeno ja eram positivos para esse parametro,
comparados com 7 dos 14 pacientes do grupo com propolis. No periodo de 30 dias, todos
0S pacientes apresentavam epitelizacdo das feridas. Este resultado quando comparado com
Spin et al., 20217° também mostra que houve uma mudanca para esse parametro, uma vez
gue na primeira publicacdo, os pacientes do grupo com latex apresentaram ser positivos
para epitelizacdo somente aos 15 dias, onde todos os pacientes do grupo controle (sem

membrana), j& estavam com as feridas epitelizadas. Na andlise do autorrelato de dor pelos
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pacientes para os trés grupos estudados, houve diferenca estatistica significativa (p<0.01)
entre a dor reportada aos 3 e aos 15 dias e aos 7 e aos 15 dias (diminui¢do, p<0.01), de 3
para 7 dias ndo houve diferenca significativa entre os grupos, sendo o grupo latex +
Cetoprofeno apresentou menor dor em todos os periodos. Quando comparados dentro de
cada periodo, os grupos foram iguais em todos os periodos estudados. A membrana de
latex parece influenciar positivamente na diminuicdo da dor relatada pelo paciente, como ja
citado na literatura’®, onde embora sem diferenca estatisticamente significativa, o grupo com
membrana de latex apresentou menor percentual de dor em média, se comparado ao grupo
controle, em todos os periodos. No presente estudo. os resultados o grupo com prépolis
teve maior relato de dor e cicatrizagdo mais demorada em relagdo aos outros grupos. Uma
hipotese para isso, € que aos 3 dias de pos-operatério, € observado a formacdo de um
exsudato ao redor da ferida ja demonstrado em outro trabalho™, indicando um processo
exacerbado de atividade celular inflamatéria. Uma hipétese é de haja uma interacdo desse
exsudato com a propolis capaz de influenciar sua acao, fazendo com que ela ndo tenha a

eficacia esperada.

O processo de cicatrizacdo € um uma reacdo fisiologica natural a uma injuria
tecidual, sendo altamente complexo, envolvendo iniUmeros tipos de células, citocinas e
mediadores!'?. Porém, mesmo com a impossibilidade até o momento, de se eliminar para
sempre a necessidade de uma ferida, os estudos com métodos para lidar com esse
problema continuam expandindo, seja com o uso de farmacos, seja com o uso de curativos

ou a combinacéo dos dois®*1?,

Embora a eficacia da propolis como anti-inflamatério ja esteja comprovada pela
literatura, em nosso trabalho os resultados referentes a reducdo da area da ferida,
mostraram gue o grupo latex + Cetoprofeno apresentou um resultado mais expressivo, com
uma reducédo de area da ferida mais rapida do que quando comparado com o grupo latex +
propolis. Esses resultados podem estar relacionados ao mecanismo de agdo do
Cetoprofeno. Pertencente aos derivados do acido propibnico, esse farmaco possui
propriedades analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatérias'’®>, onde sua atividade
farmacodindmica esta relacionada a inibicdo da enzima COX, interferindo no metabolismo
do acido araquiddnico e, consequentemente, atuando sobre a producgéo de prostaglandinas.
Embora o seu uso de forma oral possa trazer complicacdes para o trato gastrointestinal,
como ja citado anteriormente, a aplicacao topica do Cetoprofeno por um veiculo de liberacdo
minimiza esses problemas. Da mesma forma, possivelmente o resultado positivo encontrado
em nosso estudo se relaciona ao fato do farmaco atingir uma concentragdo plasmética ideal

por ser liberado localmente, como visto em outros trabalhos™ !4, e assim, a membrana pode
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liberar 0 medicamento por um longo periodo de tempo, de modo que este permaneca
continuamente presente no tecido aplicado®®. Além disso, o Cetoprofeno apresenta uma
capacidade de penetragdo quando aplicado localmente, melhor do que outros AINE’s!!4, o
que associado com a capacidade da membrana de latex em atuar como um meio efetivo de
liberacdo, poderia explicar a rapida reducdo da area ferida. Da mesma forma, dada a
facilidade em se modificar as caracteristicas de superficie da membrana de latex, este
material se torna favoravel para aplicacbes biomédicas podendo ser adequada de acordo

com o meio na qual for aplicada.

5 Concluséo

Embora ainda sejam necesséarias novas avaliacdes sobre como € o mecanismo de
acao exato exercido tanto pelo Cetoprofeno quanto pela prépolis, especificamente sobre a
ferida do palato, os resultados obtidos demostraram, que o uso da membrana de latex com
a associacdo de compostos ndo promoveu qualquer injiria ao palato dos pacientes, sem
interferir no processo cicatricial, onde o grupo associado ao Cetoprofeno apresentou uma
cicatrizacdo mais rapida e com menor relato de dor. Mais estudos devem ser realizados

buscando uma concentracéo ideal dos compostos associados ao latex para cicatrizagao.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo desse estudo foi avaliar qual o efeito da aplicacdo de uma
membrana de latex natural, sobre o reparo de feridas em palato duro decorrentes da
captacdo de enxerto gengival livre. De forma geral, a utilizacdo das membranas nao
trouxe prejuizos para a cicatrizacdo do palato além de diminuir a dor relatada pelos
pacientes, seja com a incorporacdo de compostos ou nao.

Em relagdo ao estudo 1, onde avaliamos a reducdo da area da ferida,
epitelizacdo e dor relatada, foi observado que sobre a epitelizacdo da ferida, ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos. Aos 3 dias observamos um halo
esbranquicado nas bordas das feridas do grupo com membrana de latex, processo
comum encontrado no fechamento de feridas decorrente de uma proliferacao
epitelial na regido da injuria, podendo estar relacionado com a alta atividade
angiogénica do latex'1%, além de aumento na permeabilidade vascular durante o
processo de cicatrizagdo*. Embora os resultados na epitelizacdo da ferida do grupo
latex ndo tenham sido superiores ao grupo controle, o relato de dor pelo paciente
através da escala de VAS, apresentou uma diminuicdo significativa, o que pode
estar relacionado algumas proteinas encontradas no latex, como a heveina, que
possui atividade antimicrobiana e antifingica!”118, diminuindo o processo
inflamatério e com isso, diminuindo a sensacdo de dor pelo paciente. Embora os
resultados ndo tenham apresentado superioridade na cicatrizagdo com o uso do
latex, este primeiro estudo foi fundamental para possibilitar um novo trabalho para
avaliar a incorporacdo de compostos na membrana de latex. Isso foi possivel pelo
fato da membrana de latex permitir um controle de porosidade durante sua
fabricacdo, caracteristica mecanica que promove a liberacdo compostosit®,
importante na integracéo entre o tecido vivo e o material implantado*?°, corroborando
com o0 que encontramos em nosso trabalho através dos testes de caracterizacdo da
membrana.

No estudo 2, teve-se como objetivo avaliar os mesmos parametros do estudo
1, porém com a associacdo de compostos, Cetoprofeno e prépolis, a membrana de
latex. O uso da membrana de latex para essa aplicagéo ja é difundido na literatura

por conta de suas propriedades fisico-quimicas favoraveis’®.718%,
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O Cetoprofeno € bastante citado na literatura como o anti-inflamatoério de
escolha em muitos casos de inflamacdes agudas e cronicas’?, porém, seus efeitos
colaterais envolvendo o sistema gastrointestinal também s&o bastante discutidos’3,
mesmo quando aplicado localmente®. Em nosso estudo, o grupo com associacdo
de Cetoprofeno ndo apresentou nenhum tipo prejuizo ao processo cicatricial, da
mesma forma nédo trouxe nenhuma manifestacéo sistémica indesejada. Além disso,
esse grupo apresentou menor dor em todos os periodos quando comparado com 0S
grupos controle e com latex associado a propolis. Quanto a area da ferida, aos 15
dias o grupo com Cetoprofeno possuia menor area de ferida em relacdo ao grupo
com prépolis, onde para a analise de reducéo da ferida (variavel quantitativa), houve
diferenca significativa de 3 para 7 dias entre o grupo latex + prépolis e o grupo latex
+ Cetoprofeno. Da mesma forma, para a epitelizagdo, aos 15 dias o grupo com
Cetoprofeno também se mostrou superior. Uma explicacdo para esses achados
pode estar relacionada ao exsudato encontrado aos 3 dias de pds-operatdrio, onde
para o desafio inflamatério presente, a concentracao de prépolis utilizada ndo atinja
a eficacia esperada, sendo assim, novos estudos estdo sendo feitos com novas

caracterizacdes da propolis em diferentes modelos de feridas'?!.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o uso da membrana de latex ndo prejudicou o processo
de cicatrizacdo do palato, estando relacionada com o menor relato de dor pelos
pacientes. A incorporacdo de cetoprofeno na membrana de latex nao interferiu na

cicatrizacao da ferida e diminuiu a dor no pos operatorio.
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comité de ética de pesquisa em humanos da Faculdade de Odontologia de
Araraquara (FOAr Unesp) (CEP: 1.215.131, em anexo) e submetido ao ReBEC
(Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos) sob o nimero U1111-1204-1637.

Selecdo dos Pacientes

Os pacientes foram selecionados na Clinica de Periodontia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara da Universidade Estadual Paulista (UNESP). Foram
selecionados 24 pacientes, com idade entre 30 e 70 anos que deveriam apresentar

como critérios de inclusao:

- Indicacdo para realizacdo de técnica de enxerto gengival livre; apresentar
boa higiene oral (indice de placa e gengival <20%); auséncia de periodontite;
apresentar boa salde sistémica; possibilidade de retornar nos periodos pré-
estabelecidos para realizacdo de exames e assinatura do termo de consentimento

livre e esclarecido.

Como critérios de exclusdo os pacientes deveriam apresentar as seguintes
caracteristicas: serem fumantes e/ou ex-fumantes; com problemas sistémicos que
contra indicasse a realizagcdo de cirurgia e/ou interferisse com a cicatrizacao
(diabéticos, imunodeficiéncias, discrasias sanguineas, entre outras); portadores de
qualquer tipo de periodontite; pacientes que faziam uso crénico de medicamentos
que influenciam na resposta biolégica do tecido conjuntivo como por exemplo
farmacos indicado para artrite, bloqueadores de calcio e anticonvulsivos; pacientes
gue utilizavam cronicamente anti-inflamatorios e/ou antibidticos; portadores de
bruxismo; etilistas; dependentes quimicos; gravidas e lactantes; histérico de

tratamento radioterapico na regido de cabeca e pesco¢o ou quimioterapico.
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Grupos e Tamanho da Amostra

Os pacientes desse estudo, ao concordarem em participar do trabalho e
assinarem o termo de consentimento, foram divididos randomicamente em dois
grupos, com 14 pacientes no grupo controle e 10 pacientes no grupo latex, diferindo
de acordo com o tipo de protecdo que foi aplicada ao leito doador no palato duro,
proveniente da remocao do enxerto gengival livre: Grupo controle(GC): a ferida foi
recoberta com placa acrilica associada ao cimento cirdrgico; Grupo Latex(GL): a
ferida foi recoberta com a membrana de latex e sobre ela foi colocada a placa

acrilica associada ao cimento cirdrgico, como no grupo controle.
Confeccao das Placas Acrilicas

Antes da realizacdo do procedimento cirargico, dois meses antes foi realizado
0 tratamento basico periodontal, onde se incluia procedimentos de raspagem e
instrucao de higiene oral, bem como avaliacdo da forma como o paciente escovava
os dentes, onde se orientava a forma correta de o fazer para garantir a saude

r

periodontal st Todos 0s pacientes foram moldados uma semana antes ao
procedimento cirdrgico, onde sob os moldes, foram confeccionadas placas de
acrilico, no modelo de Hawley modificadas (Figura 1). Na regido interna da placa, na
altura de primeiros, segundo pré molares e primeiro molar foi criado um alivio para

colocacao do cimento cirargico.

Figura 1 - Placa acrilica confeccionada para prote¢éo da regido da ferida no palato

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Sintese da Membrana Natural de Latex

A membrana de latex natural utilizada nesse estudo foi sintetizada através da
mistura de diferentes clones (RRIM 600 e PB 235) extraidos das arvores
seringueiras (Hevea brasiliensis) (BDF Comércio de Produtos Agricolas LTDA,
Guaratd, Sao Paulo, Brasil). Apos a extracdo, o latex foi centrifugado juntamente
com amonia a 8000rpm para que posterirormente houvesse o isolamento e remocao
das proteinas que estdo relacionadas com as reacdes alérgicas. A confeccdo das
membranas, realizada na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara da
Universidade Estadual Paulista — UNESP (FCFAr) no departamento de
Bioprocessos e Biotecnologia, foi executada pelo método de simples deposicao,
onde 2mL do latex foi depositado sobre uma placa circular de 5.00+0.05cm de
diametro de inox. As membranas eram polimerizadas em temperatura ambiente sob
luz ultravioleta por 48 horas. Ao final, essas apresentavam uma espessura de 0.512
+ 0.005mm e poros menores que 50nm de diametro e as membranas eram entao

esterilizadas por gas de 6xido de etileno.

Figura 2 - Membrana de latex para ser utilizada na ferida

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Remocao dos Enxertos e Preparo do Leito Doador

Imediatamente anterior ao procedimento cirargico, foi realizada uma
antissepsia no campo operatério por meio de bochechos com digluconato de
clorexidina a 0,12% (Periogard - Colgate, Sdo Paulo) por 1 minuto e aplicacéo tépica
na pele peri-oral de solucdo de iodo- povidina a 10%. Logo apods, foi realizada
anestesia local com Mepivacaina 3% (NOVA DFL, Rio de Janeiro - RJ) e Epinefrina
1:200000 (NOVA DFL, Rio de Janeiro - RJ) e o preparo dos leitos receptores e
doadores. Na regido palatina entre o primeiro pré-molar e o primeiro molar superior,
2mm abaixo das margens gengivais foi demarcada a regido para remocao do
enxerto, onde foi colocado um molde confeccionado de papel aluminio, que foi
obtido de acordo com o tamanho do enxerto que deveria ser removido. Com o molde
em posicgao, utilizando uma lamina de bisturi 15C (Solidor - LAMEDID, Barueri - SP)
foi feita a demarcacdo do tamanho do enxerto. Com a utilizacdo de uma sonda
milimetrada do modelo Williams (Golgran, Sdo Caetano do Sul - SP) foi obtida a
espessura do tecido a ser removido, padronizado em 2mm. Para a captagédo do
enxerto, a lamina de bisturi foi inserida cuidadosamente na margem anterior da area
delimitada no palato duro e, entdo, levemente inclinada para que se pudesse iniciar
o destacamento do enxerto da area doadora até que a lamina alcancasse a margem
posterior da incisdo e o enxerto fosse removido. O sangramento da area doadora foi
controlado por meio de pressdo digital associada a utilizacdo de gaze estéreo
embebida em soro fisioldgico. Apés o controle do sangramento foram executadas as

primeiras medidas da area do leito cirdrgico.

Figura 3 - Diagrama dos grupos e periodos de observacao

Moldagem para a

confeccéo de Enxerto Gengival Livre e Anilise Fotografica Analise Fotografica Analise Fotografica Analise Fotografica
placa acrilica Analise Fotografica Epitelizacio Epitelizacdo Epitelizacio Epitelizacdo

14 pacientes> Controle Dor (VAS) Dor (VAS) Dor (VAS) Dor (VAS)
10 pacientes > Léatex

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura 4 - Representacdo da obtencé&o da ferida cirurgica nos pacientes

(A) Delimitacédo da area a ser retirada do palato, baseado no tamanho do leito receptor;
(B) Ferida remanescente no palate.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Um Udnico examinador, calibrado realizou todos os exames e as tomadas
fotogréaficas. Foram realizadas tomadas fotograficas padronizadas, usando a camera
Canon Rebel T5i com lente Canon Ef 100mm /2.8 Macro Usm e flash Canon Macro
Ring Light MR-14 EX Il, das regides das feridas nos periodos de baseline, 3, 7, 15 e
30 dias apds o procedimento cirargico. No momento da obtencdo das fotos uma
sonda milimetrada do tipo Williams (Golgran, Sdo Caetano do Sul - SP) foi colocada
lateralmente a ferida de tal maneira que no momento da avaliacdo o tamanho das
feridas pudessem ser padronizados independente do aumento utilizado (Figura 4 —
B).st#ApOs a obtencdo das fotos os pacientes foram distribuidos randomicamente
através de sorteio, em 2 grupos:

- Grupo controle (GC): na parte interna da placa de acrilico foi colocado
cimento cirargico (Pericem — Technew, Rio de Janeiro - RJ) e esta foi adaptada na

regido do palato de cada paciente.st- Grupo latex (GL): sobre a ferida cirdrgica foi

adaptada uma membrana de latex (figura 2) que ultrapassava o defeito em 2mm em

toda sua extensao e depois foi colocada a placa de acrilico como no grupo controle.
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Apoés os periodos de 3, 7, 15 e 30 dias os pacientes retornavam para a
realizacdo de novos exames. Nos periodos de 3 e 7 dias a placa acrilica era
removida e a ferida era lavada com soro fisiolégico. Nestes periodos, apds os
exames, uma nova membrana de latex era colocada no grupo latex e a placa acrilica
recolocada. No grupo controle, apds a limpeza da ferida, a placa era recolocada.
Apos 15 dias de pos-operatorio as placas foram removidas de todos os pacientes

independente do grupo.
Avaliacéao Clinica
Analise fotografica

As andlises dos leitos doadores foram executadas nos periodos de baseline,
3, 7, 15, e 30 dias de pos-operatério. Uma sonda periodontal milimetrada do tipo
Williams (Golgran, Sdo Caetano do Sul - SP), foi posicionada ao lado da ferida no
momento da obtencdo das fotos. Essa imagem possibilitou que no momento da
andlise das fotos das feridas, utilizasse a sonda como uma escala e com isso
calibrar o software de andlise de imagens (Image J NIH, Bethesda, USA), facilitando
dessa forma o célculo da &rea total da regido doadora.stA porcentagem de reducéo
da ferida foi executada por meio de andlises fotogréficas. As fotos obtidas foram
agrupadas por paciente e codificadas. Um examinador ndo conhecedor dos grupos e

calibrado (RSN) realizou a avaliacao clinica.

Area de superficie epitelizada por meio da utilizacdo da agua oxigenada
aplicada naregiao

A analise da epitelizacdo foi executada utilizando de gaze molhada com
peréxido de oxigénio a 3% para observar a presenca de formacédo de bolhas na
ferida. Quando do contato do peroxido de oxigénio produzisse a formacao de bolhas,
indicava a auséncia de epitélio na regido. Esse parametro foi anotado de forma
dicotbmica (Presenca/auséncia de bolhas), sendo anotado como sim ou ndo,

respectivamente, na ficha do paciente.
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Avaliacdo do auto relato de sensacdo dolorosa por meio da aplicacdo da
escala de dor VAS

Para a andlise de dor, nos periodos de acompanhamento de 3, 7, 15, e 30
dias os pacientes recebiam uma escala analdgica visual (VAS), numerada de 0-10
na qual o valor O indica auséncia total de dor e o valor 10 indica valor de dor
extrema. Para a analise estatistica dos dados os valores obtidos foram expressos
em percentagem, sendo que o valor de O foi considerado 0% e de 10 considerado
100%. A escala foi apresentada ao paciente onde ele respondia o grau de dor nos

diferentes periodos experimentais.
Protocolo de Cuidados Pés-operatério

Foi prescrito para todos os pacientes durante o periodo pés-operatério,
Nimesulida (100mg) e Dipirona (500mg) por 3 dias, além de Amoxicilina (500mg) por
7 dias para consumo por via oral. Adicionalmente foi prescrito o colutério a base de
gluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard - Colgate, Sdo Paulo - SP) por 14 dias.
Junto ao protocolo, cuidados quanto a alimentacdo e a manutencdo do curativo
eram orientados aos pacientes, bem como as eventuais consequéncias do nao
seguimento de tais orientacbes, podendo haver desconfortos exacerbados, maior

sensibilidade dolorosa e dificuldade de cicatrizacao.
Anélise Estatistica

Os dados da reducdo da ferida foram numéricos e devido a isso o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar se os dados se distribuiram de
acordo com o teorema da distribuicdo central. Caso os dados estivessem de acordo
com a normalidade o teste t-ndo pareado seria aplicado para avaliar as diferencas
entre 0s grupos em cada periodo de avaliagdo, enquanto que o teste Anova
complementado por Tukey foi aplicado para avaliar longitudinalmente os dados
dentro de cada grupo. Os dados da analise sangramento e da epitelizacdo foram
dicotdbmicos, e caso distribuidos de acordo com a normalidade seriam aplicados 0s
testes do qui quadrado para a analise entre os grupos em cada periodo e pelo teste
exato de Fischer dentro de cada grupo longitudinalmente. O software GraphPad
Prism 6 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para execucéo das andlises estatisticas.

Todos os testes foram aplicados ao nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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ESTUDO 2

Esse projeto clinico, duplo-cego, controlado e randomizado foi aprovado pelo
Comité de Etica de Pesquisa em Humanos da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP (CAAE: 01692818.8.0000.5416). ApGs a orientacdo sobre os
riscos, beneficios da investigacéo clinica, todos os pacientes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. Para todos os procedimentos foram asseguradas
as normas da Biosseguranca da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP.

Selecédo dos pacientes

Foram selecionados pacientes da Clinica de Periodontia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP, com idade entre 20 e 65 anos que tiveram
indicacdo para realizacdo do procedimento cirargico de enxerto gengival livre. Para
inclusdo na pesquisa, 0s pacientes deviam apresentar as seguintes caracteristicas:
auséncia de periodontite e boa higiene oral (indice de placa e gengival <20%), boa
salde sistémica, indicacdo para realizacdo de técnica de enxerto gengival livre,
possibilidade de retornar nos periodos pré-estabelecidos para realizacdo de exames
e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) aprovado pelo
CEPE da FOAr — UNESP. Como critérios de exclusdo, os pacientes deveriam estar
dentro das seguintes caracteristicas: pacientes com problemas sistémicos que
contraindique a realizacdo de cirurgia e/ou tenha interferéncia na cicatrizacéo
(pacientes com diabetes, imunodeficiéncias, discrasias sanguineas, entre outras),
pacientes fumantes e/ou ex-fumantes, pacientes que facam uso crbnico de
medicamentos que influenciam na resposta biolégica do tecido conjuntivo como por
exemplo farmacos indicados para artrite, bloqueadores de «calcio e
anticonvulsivantes, pacientes que utilizam cronicamente anti-inflamatorios e/ou
antibioticos, portadores de bruxismo, etilistas, dependentes quimicos, gravidas e
lactantes, histérico de tratamento radioterapico na regido de cabecga e pesco¢o ou

guimioterapico e pacientes alérgicos a propolis e/ou cetoprofeno.
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Grupos e tamanho da amostra

O célculo de amostra foi obtido tomando como por base o estudo de Dias e
colaboradores em 2015%, que avaliou o efeito da laserterapia sobre o fechamento do
leito doador do palato proveniente da remocdo de um enxerto gengival livre. No
calculo realizado nesse estudo os autores determinaram que o minimo de variacao
para deteccao de diferengas entre os grupos deveria ser de 30% com desvio padrao
de 5%, e que determinando o poder B em 0.8 e o poder a em 0.05 em um teste
estatistico bilateral seria necessaria uma amostra minima de 12 pacientes por grupo
para receber os tratamentos. Os pacientes desse estudo foram divididos
randomicamente em trés grupos de acordo com o material que foi aplicado no leito
doador no palato duro proveniente da remocgao do enxerto gengival livre. Os grupos

foram definidos como:

- Grupo controle (GC): A ferida foi recoberta com placa acrilica associada ao
cimento cirargico;

- Grupo Latex + Cetoprofeno (LC): A ferida foi recoberta com placa acrilica
associada a membrana de latex natural incorporada com cetoprofeno;

- Grupo Latex + Proépolis (LP): A ferida foi recoberta com placa acrilica

associada a membrana de latex natural com incorporacao de propolis;

Confeccao das placas acrilicas

Uma semana antes da realizacdo do procedimento cirlrgico, todos os
pacientes foram moldados e sobre os moldes foram confeccionadas placas de acrilico,
no modelo de Hawley modificadas. Na regido interna da placa, na altura de
primeiros, segundo pré-molares e primeiro molar foi realizado um alivio para

colocacgéo do cimento cirdrgico.

Fabricacdo da membrana de latex

As membranas utilizadas nesse estudo foram sintetizadas pela mistura de
alguns clones (RRIM 600 e PB 235) extraidos das arvores seringueiras (Hevea
brasiliensis) (BDF Comércio de Produtos Agricolas LTDA, Guaratda, S&o Paulo,

Brasil).
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Apoés a extracdo, o latex foi centrifugado juntamente com aménia a 19.000
rpm para que, o isolamento e remoc¢ao das proteinas que estdo relacionadas com as
reacOes alérgicas ocorresse posteriormente. A confec¢cdo das membranas ocorreu
pelo método de simples deposicdo, onde 2mL do latex foi depositado sobre uma
placa circular de 5.00+0.05cm de diametro de inox. A polimerizacdo das membranas
ocorreu em temperatura ambiente sob luz ultravioleta por 48 horas, apresentando
uma espessura de 0.512 + 0.005mm e poros menores que 50nm de diametro apos o

processo. Em seguida, as membranas eram entdo esterilizadas?3.

Figura 2 - Membranas de latex a serem utilizadas na ferida

A — Membrana de latex sem incorporagdo de compostos, apenas para comparacdo. B —
Membrana com associagdo de cetoprofeno. C — Membrana com associagéo de propolis.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Incorporacdo da prépolis ao latex

Um extrato de propolis (ApisFlora, Brasil) em solu¢cdo de EtOH-H20 (7:3
v/v) foi utilizado e a membrana propolis-latex foi obtida pela adicdo de 1 mL de
extrato de propolis a 3 mL de latex natural em uma placa de petri e assim mantida

em estufa por 24 horas*.
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Incorporacao do cetoprofeno ao latex

O farmaco foi incorporado pela mistura de 6 mL de latex natural com 4 mL de
solugdo de cetoprofeno (10 mg/mL-1). Estas membranas foram preparadas
derramando a solugdo de latex + 4 mL de solucdo de cetoprofeno (10 mg mL~ %)
numa placa de aco inoxidavel com 5,00 + 0,05 cm de diametro e 1,00 £ 0,01 mm de
espessura, deixando a mistura dessa forma por 2 dias para garantir a polimerizagao
total antes do uso.

Tratamento inicial pré-cirargico

Durante 2 meses anteriores a realiza¢do da cirurgia foi realizado tratamento
periodontal basico onde todos os pacientes receberam orientacdo de higiene oral,

raspagem e alisamento radicular de todos os dentes e controle de placa bacteriana.
Procedimentos cirargicos
Preparo do leito receptor

Os pacientes a serem submetidos aos procedimentos cirdrgicos
apresentaram a combinacdo de vestibulo raso e/ou insercao alta de freio associado
a auséncia de faixa de gengiva queratinizada e relataram dificuldade ou desconforto
durantes os procedimentos de higienizacdo em regibes associadas aos incisivos
inferiores. Imediatamente anterior ao procedimento cirdrgico, foi realizada
antissepsia no campo operatdrio com digluconato de clorexidina a 0,12%. Logo
apos, foi executada anestesia local com Mepivacaina 3% (NOVA DFL, Rio de
Janeiro - RJ) e Epinefrina 1:200000 (NOVA DFL, Rio de Janeiro - RJ) e o preparo
dos leitos receptores e doadores. Na regido do leito receptor do enxerto, foram feitas
incisdes na mesial e distal do defeito delimitando sua regido. Uma incisdo horizontal
foi realizada para obter um retalho dividido, obtendo com isso o tamanho necessario
para o enxerto gengival livre. Apos o preparo do leito receptor, uma gaze embebida

em soro fisioldgico é mantida na regido até o momento da adaptacdo do enxerto.
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Remocdao do enxerto e preparo do leito doador

Na regido palatina, entre o primeiro pré-molar e o primeiro molar superior, 2
mm abaixo das margens gengivais € demarcada uma regido para remoc¢do do
enxerto, onde foi colocado um molde confeccionado de papel aluminio, obtido de
acordo com o tamanho do preparo do leito receptor. Com 0 molde em posic¢éo, utilizando
uma lamina de bisturi 15C (Solidor - LAMEDID, Barueri - SP) foi feita a demarcacgao
do tamanho do enxerto.

Para a captacdo do enxerto, a lamina de bisturi foi inserida cuidadosamente
na margem anterior da area delimitada no palato duro e, entdo levemente inclinada
para que se possa iniciar o destacamento do enxerto da area doadora até que a
lamina alcance a margem posterior da incisdo. O sangramento da area doadora foi
controlado por meio de pressdo digital associada a utilizacdo de gaze estéril
embebida em soro fisiologico. O enxerto foi removido e estabilizado na area
receptora por meio de fios de Nylon (5.0). A area € protegida por uma lamina de
aluminio esterilizada associada a insercdo de cimento cirdrgico. O cimento foi
trocado apos 7 dias e totalmente removido, juntamente com as suturas no 14° dia de

periodo pos-operatorio.

Na regido do palato, apos o controle do sangramento, foram realizadas as
primeiras medidas da area do leito cirdrgico e uma tomada fotografica da regido. As
medidas foram realizadas com uma sonda periodontal tipo Willians (Golgran) que é
utilizada para medir o tamanho e profundidade da ferida. Apos a obtencdo dos
dados foi realizada uma tomada fotografica com a sonda posicionada lateralmente a
ferida. Essa imagem possibilita que no momento da analise das fotos das feridas, a
sonda seja utilizada como uma escala para calibrar o software de analise de imagens
(Image J NIH, Bethesda, USA), facilitando dessa forma o calculo da area total da
regido doadora.
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Figura 3 - Representacdo da obtengdo do enxerto nos pacientes

(A) — Delimitacdo da area a ser retirada do palato, baseado no tamanho do leito receptor;
(B) — Ferida remanescente no palato.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Randomizacéo e cegamento

A randomizagdo foi feita previamente aos procedimentos clinicos. Tal
procedimento foi realizado no dia anterior aos tratamentos, quando do preparo das
fichas clinicas e do equipamento que seria utilizado no momento dos procedimentos
cirargicos. Utilizando-se um programa de computador foi obtida uma sequéncia de
alocacéo aleatoria. A sequéncia foi colocada em envelopes lacrados com o nimero
do paciente e o0 grupo a que pertencia. O paciente e o pesquisador responsavel
pelas avaliagbes clinicas ndo tiveram conhecimento do tratamento que cada

individuo recebeu.
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Caracterizacao dos grupos

ApoOs o sorteio os pacientes foram relocados em cada grupo, onde no grupo
controle, na parte interna da placa de acrilico € colocado cimento cirurgico (Pericem
— Technew, Rio de Janeiro - RJ) e entdo a placa acrilica foi adaptada na regido do
palato de cada paciente. Nos grupos latex com associacdo dos farmacos, a
membrana foi adaptada sobre a placa acrilica com cimento cirdrgico e entao
colocada sobre a ferida no palato. Apés os periodos de 3, 7, 15 e 30 dias os
pacientes retornam para a realiza¢do de novos exames. Nos periodos de 3 e 7 dias
a placa acrilica foi removida e a ferida lavada com soro fisioldgico. Nestes periodos,
apos os exames, uma nova membrana de latex foi colocada e a placa acrilica
recolocada associada ao cimento cirargico. No grupo controle, apds a limpeza da
ferida, a placa é recolocada somente com novo cimento cirdrgico. Apés 15 dias de
pés-operatorio as placas sdo removidas de todos os pacientes independente do

grupo.

Figura 4 — Diagrama dos grupos e periodos de observacao

0 3 7 15 30

Moldagem para 12 pacientes - Controle
confec:;ﬁode placa 12 pac!entes > La'te:ﬁ cetropnlnfeno
12 pacientes sy Latex+ propolis

acrilica Enxerto Gengival Livre \ J
e Andlise Fotografica

|
Andlise Fotografica
Epitelizacdo
Dor (VAS)

Fonte: Elaboracao prépria.

Avaliacéo clinica

Um Unico pesquisador, ndo conhecedor dos grupos, realizou as avaliacdes
clinicas e foi calibrado para os parametros utilizados. As analises clinicas foram:
analise do fechamento da ferida, area de superficie epitelizada, avaliacdo do

autorrelato de sensacao dolorosa e da quantidade de medicamentos utilizados.
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Andalise do fechamento da ferida

As analises do fechamento da ferida foram realizadas nos periodos de 3, 7,
15, e 30 dias de po6s-operatorio. A porcentagem de reducdo do tamanho da ferida foi
executada por meio de analises fotograficas. As fotos foram realizadas com uma
camera Canon Rebel T5i com a lente Ef 100mm /2.8 Macro Usm e flash Canon
Macro Ring Light MR-14 EX Il. Foram feitas fotografias da regido da ferida nos
periodos de 3, 7, 15 e 30 dias apds o procedimento cirargico. As fotos obtidas foram
agrupadas por paciente e codificadas. Um examinador, ndo conhecedor dos grupos
e calibrado (RSN) realizou a avaliacdo clinica. Para calibracdo, 10 fotos com
diferentes periodos de andlise, foram analisadas duas vezes com intervalo de 10
dias. Os valores obtidos foram analisados pelo teste Kappa para avaliar a
reprodutibilidade intra-examinador na medida de tamanho da ferida. O valor obtido

deveria ser maior que 0,8.

Area de superficie epitelizada ap06s utilizacdo de 4gua oxigenada aplicada na
regiao

A andlise da epitelizacéo da ferida foi feita utilizando-se uma gaze molhada
com peréxido de oxigénio a 3% para observar a presenca de formacao de bolhas na
ferida. Quando do contato do peroxido de oxigénio ha producdo de bolhas,
indicando-se a auséncia de epitélio na regido!6. Esse parametro foi anotado de

forma dicotdmica (Presenca/auséncia de bolhas), sendo anotado como sim ou néo,
respectivamente, na ficha do paciente.

Avaliagcdo do autorrelato de sensacgéo dolorosa

Para a analise de dor, foi entregue aos pacientes, nos periodos de
acompanhamento de 3, 7, 15, e 30 dias uma escala analégica visual (VAS)?,
numerada de 0-10 na qual o valor O indicava auséncia total de dor e 10 indicava dor
extrema. Para a analise estatistica dos dados os valores obtidos sdo expressos em
porcentagem, sendo que o valor 0 é considerado 0% e 10 considerado 100%. A
escala era apresentada ao paciente onde ele respondia o grau de dor nos diferentes

periodos experimentais.
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Protocolo de Cuidados Pés-operatoério

Foram prescritos para todos os pacientes durante o periodo pés-operatoério,
Nimesulida (100mg) e Dipirona (500mg) por 3 dias, além de Amoxicilina (500mg)
por 7 dias para consumo por via oral. Adicionalmente foi prescrito colutério a base
de gluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard - Colgate, Sdo Paulo - SP) por 14
dias. Junto ao protocolo, cuidados quanto a alimentacdo e a manutencdo do
curativo foram informados aos pacientes, bem como as eventuais consequéncias do
nao seguimento de tais orientacdes, podendo haver desconfortos exacerbados,

maior sensibilidade dolorosa e dificuldade de cicatrizagéo.
Analise estatistica

Os parametros de area da ferida, reducdo da area da ferida, epitelizacao,
avaliacdo do autorrelato de dor dos pacientes e avaliacdo de questionario referente
aos medicamentos utilizados pelos pacientes, foram avaliados. Dados da area da
ferida, epitelizacdo e autorrelato dor (VAS) foram anotados em software dedicado
(GraphPad Prism 8, GraphPad, San Diego, CA, EUA), que também foi usado para
andlise estatistica. Com base nos dados da area da ferida, foi calculado em
milimetros quadrados e a reducéo da area da ferida em porcentagem. Isso foi feito
considerando o0 quanto restou da area original da ferida em cada periodo,
subtraindo-se a area encontrada naquele periodo especifico da area inicial. A area
da ferida e os dados de fechamento da ferida foram avaliados pelo Teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados foram distribuidos normalmente. Para as
comparacdes entre 0s grupos, em um mesmo periodo e, entre os periodos dentro de
um mesmo grupo, foi utilizado o teste de ANOVA seguido pelo pelo pos-teste de
Tukey. A epitelizacdo avaliada por meio do teste de qui-quadrado, para avaliar as
diferencas entre os grupos, em cada periodo. O teste de McNemar foi usado para
avaliar as diferencas entre os periodos, dentro de cada grupo. Os dados de dor
autorrelatada foram convertidos em porcentagem, medindo-se a distancia do inicio
da escala analogica visual (VAS), até ao ponto marcado pelo paciente (ou seja, O foi
convertido em 0% e 10 foi convertido para 100%). Para as comparacdes entre 0s
grupos, em um mesmo periodo e, entre os periodos dentro de um mesmo grupo, foi
utilizado o teste de ANOVA, seguido pelo pds teste de Tukey. Todos os testes foram

aplicados com significancia nivel de 5% (p < 0,05).
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da membrana de Latex Natural sobre o reparo de areas doadoras para enxerto
gengival livre: Estudo clinico, controlado e randomizado

Pesquisador: Elcio Marcantonio Junior

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 42475215.6.0000.5416

Instituigdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.215.131

Apresentagao do Projeto:
“Efeito da membrana de latex natural sobre o reparo de areas doadoras para enxerto gengival livre: estudo
clinico, controlado e randomizado".

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral desse ensaio clinico, controlado e randomizado sera de avaliar o efeito de uma membrana
de latex natural sobre o tempo de reparo completo de feridas no palato duro provenientes da remogéao de
enxerto gengival livre. Adicionalmente a isso, também serdo avaliados os efeitos dessa membrana sobre a
epitelizagdo e sobre o auto relato de dor pelos pacientes.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Os riscos estdo relacionados com os procedimentos cirirgicos e com os efeitos de morbidade dos sitios
operados no periodo pés operatérios. Durante a cirurgia podera ocorrer reagdes alérgicas e hemorragias.
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Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
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Existe a possibilidade de dor, hemorragias, infeccdes e reagdes alérgicas ao latex no periodo de
poésoperatorio.

Beneficios: Como a membrana de latex natural tem demonstrado ser efetiva na cicatrizagao de

feridas cutaneas crénicas em pacientes com comprometimento sistémico, como o diabetes, sugerimos que
essa membrana possa acelerar o processo de cicatrizacao das areas doadores e melhorar o conforto do
paciente no periodo pés-operatorio.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto trara excelente contribuicdo para a area ao qual se aplica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos obrigatérios foram apresentados, os pesquisadores ficaram de avisar ao CEP caso consigam

financiamento para a pesquisa, até 13, constara financiamento proéprio. Deixaram claro no TCLE e no
protocolo que o paciente ndo tera custos com a cirurgia nem com a membrana de latex.

Recomendacoes:

Tomar o cuidado da assinatura do TCLE néo ficar em pagina separada.
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Todas as pendencias foram respondidas

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Atendidas pendéncias de reunido, considero APROVADO o protocolo.

O pesquisador devera encaminhar relatérios parciais a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,
quando devera encaminhar o relatério final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Projeto Detalhado / |Projeto-Efeito de uma membrana de 03/03/2015 Aceito
Brochura latex natural sobre o reparo de feridas 10:08:51
Investigador no palato.docx
Qutros Autorizagdo Clinica C.pdf 03/03/2015 Aceito

11:58:37
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Outros Autorizacdo Laboratério de 03/03/2015 Aceito
Histopatologia e imagem.pdf 11:58:45

Folha de Rosto Folha de Rosto Assinada.pdf 03/03/2015 Aceito
11:58:26

Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/03/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 474718.pdf 11:59:35

Outros Resposta CEP 1.pdf 07/06/2015 Aceito
22:00:59

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 07/06/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 474718.pdf 22:01:26

TCLE / Termos de | TCLE Corrigido Elcio Marcantonio 2.doc| 03/08/2015 Aceito

Assentimento / 21:58:01

Justificativa de

Auséncia

Outros Resposta CEP 2.pdf 03/08/2015 Aceito
21:58:31

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/08/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 474718.pdf 22:13:30

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néao
ARARAQUARA, 04 de Setembro de 2015
Assinado por:
Ligia Antunes Pereira Pinelli
(Coordenador)
Endereco: HUMAITA 1680
Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6459 E-mail: cep@foar.unesp.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito do Blue M® e da membrana de Latex Natural associada ao prépolis e ao
cetoprofeno sobre o reparo de areas doadoras para enxerto gengival livre. Estudo
clinico, controlado e randomizado

Pesquisador: Rosemary Adriana Chiérici Marcantonio

Area Tematica:

Versdo: 6

CAAE: 01692818.8.0000.5416

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.285.477

Apresentagao do Projeto:

O objetivo geral desse estudo sera avaliar o efeito de uma membrana de latex natural com associagdo de
farmacos sobre o reparo de feridas no palato duro provenientes da captacdo do enxerto gengival livre e a
comparacgao deste material com o Blue M. Adicionalmente a isso, também serdo avaliados os efeitos dessa
membrana sobre a epitelizagdo, area da ferida e auto relato de dor pelos pacientes. 80 pacientes, entre 20 e
60 anos que apresentarem indicagéo para realizagdo de enxerto gengival livre epitelizado participarao desse
ensaio clinico, modelo paralelo, duplo-cego, controlado e randomizado. Os pacientes serdo submetidos ao
procedimento cirdrgico para remogdo do enxerto gengival livre da area de palato duro. Apds a remogéo do
enxerto os pacientes serdo randomicamente alocados em um dos quatro grupos de acordo com o
tratamento a ser utilizado para proteger a regido doadora do enxerto: Grupo controle (GC): A ferida sera
recoberta com placa acrilica associada ao cimento cirlrgico; Grupo Latex + Cetoprofeno (LC): A ferida sera
recoberta com placa acrilica associada ao cimento cirirgico e a membrana de latex incorporada com
cetoprofeno, Grupo Latex + Propolis(LP): A ferida sera recoberta com placa acrilica associada ao cimento
cirurgico e a membrana de latex incorporada com prépolis, Grupo Blue M® (GB): 2ml do gel de Blue M sera
colocado sobre toda a ferida e recoberto com a placa acrilica. Serédo feitas tomadas fotograficas
padronizadas das regides das feridas nos periodos de baseline, 3, 7, 15 e 30 dias. Um examinador cego aos
grupos experimentais e calibrado ira realizar
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as avaliagdes clinicas, levando se em consideragdo os parametros: 1) area de fechamento da ferida; 2) area
de superficie epitelizada por meio da utilizagdo de agua oxigenada aplicada na regido; 3) avaliagdo do auto
relato de sensacgéo dolorosa por meio da aplicagdo de uma escala de VAS (Escala analégica visual) e 4)
marcadores para reparagédo tecidual através de coleta do exsudato com periopaper. Todos os dados
gerados por esse estudo serdo estatisticamente analisados com testes estatisticos que serdo aplicados com
nivel de confianga de 95%.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral desse estudo sera avaliar o efeito de uma membrana de latex natural com associagdo de
farmacos sobre o reparo de feridas no palato duro provenientes da captacdo do enxerto gengival livre e a
comparagédo deste material com o Blue M.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos da cirurgia para remogao de enxerto serdo: sangramento durante e no pés-operatério e
dor no periodo pds-operatério. Visando minimizar esses riscos presentes apés o procedimento cirdrgico,
além do cimento cirurgico, membrana de latex nos grupos teste e da placa de acrilico, que auxiliam na
protecédo da ferida e consequente seguranga para cicatrizagdo da ferida, alguns cuidados também serdo
explanados aos pacientes como: ndo remogédo da placa acrilica, ingestédo de alimentos frios e gelados nas
primeiras 24 horas, bochechos com clorexidina 3 vezes ao dia por 14 dias e ndo escovar a regido que
recebera o enxerto por 14 dias. Além disso sera receitado Dipirona sédica (500mg), 1 comprimido em caso
de dor. Além disso, para tal estudo, serdo asseguradas as normas da Biosseguranga da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP

Beneficios: Todos os pacientes sdo beneficiados, usando ou ndo os materiais que seréo testados, uma vez
que, como resultado obtido na dissertagdo de mestrado realizada pelo aluno, o grupo controle (placa acrilica
+ cimento cirurgico) levou o mesmo tempo para ter o fechamento da ferida que o grupo que utilizou a
membrana de latex. A proposta do trabalho é testar novos materiais para trazer mais efeitos benéficos aos
pacientes, como uma cicatrizagdo mais acelerada da area doadora de enxerto gengival livre e consequente
menor sensacgdo dolorosa. Sendo assim, ndo havera prejuizo aos pacientes inclusos em um determinado
grupo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa tem relevancia e se justifica pela avaliagédo da relagéo risco/beneficio.

Endereco: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6459 E-mail: cep@foar.unesp.br

Pagina 02 de 04

83



84

UNESP - FACULDADE DE

€D ODONTOLOGIA - CAMPUS Wﬂn
™ P T ——— ARARAQUARA

Continuacdo do Parecer: 3.285.477

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos obrigatérios foram apresentados.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Todas as solicitagdes foram devidamente atendidas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Atendidas pendéncias de reunido, considero APROVADO o protocolo.

O pesquisador devera encaminhar relatérios parciais a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,
quando devera encaminhar o relatério final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/04/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1141251.pdf 21:49:27
Outros carta_resposta_abril.pdf 21/04/2019 |Rosemary Adriana Aceito

21:48:51 | Chiérici Marcantonio
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 21/04/2019 |Rosemary Adriana Aceito
Assentimento / 21:47:13 | Chiérici Marcantonio
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / [Projeto_final.pdf 21/04/2019 |[Rosemary Adriana Aceito
Brochura 21:45:46 | Chiérici Marcantonio
Investigador
Cronograma Cronograma.pdf 28/03/2019 |Rosemary Adriana Aceito
20:05:21 | Chiérici Marcantonio
Folha de Rosto folha_rosto_nova_assinada.pdf 02/01/2019 |Rosemary Adriana Aceito
14:55:54 | Chiérici Marcantonio
Orgamento Orcamento_novo.pdf 22/10/2018 |Rosemary Adriana Aceito
16:34:08 | Chiérici Marcantonio
Declaragéo de TermoPesquisador.pdf 17/09/2018 | Rosemary Adriana Aceito
Pesquisadores 13:12:00 | Chiérici Marcantonio
Declaragéo de LabHistopatimagem.pdf 17/09/2018 | Rosemary Adriana Aceito
Instituicdo e 13:11:12 | Chiérici Marcantonio
Infraestrutura
Declaragéo de LabBiologiacelularmolecular.pdf 17/09/2018 | Rosemary Adriana Aceito
Instituicdo e 13:10:39 | Chiérici Marcantonio
Infraestrutura
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Declaragéo de ClinicaC.pdf 17/09/2018 | Rosemary Adriana Aceito

Instituicao e 13:08:55 | Chiérici Marcantonio

Infraestrutura

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

ARARAQUARA, 25 de Abril de 2019

Endereco: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO

UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6459

Assinado por:

Andréa Gongalves
(Coordenador(a))

CEP:

14.801-903

E-mail:

cep@foar.unesp.br
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ANEXO C- AUTORIZACAO PARA PUBLICACAO DO ARTIGO NO REPOSITORIO
INSTITUCIONAL

M MTCOMM <mtcomm®@elsevier.com>
Para: Vocé Sex, 20/05/2022 02:04

How was our service today?

Hi José,

You can go ahead and share your thesis with the University. Please consider this email as a confirmation for that.

Best regards,
Rahila




NAO AUTORIZO A PUBLICACAO DESTE TRABALHO PELO PRAZO DE 2 ANOS (01 de
abril de 2024)

(Direitos de publicagao reservado ao autor)

Araraquara, 01 de Abril de 2022.

José Rodolfo Spin



