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RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar e comparar o processo de reparagéo
tecidual apds exérese de lesdo, induzida quimicamente por oleato de
monoetanolamina 5% (Ethamolin®), em borda lateral de lingua de hamster tratada
com bisturi convencional, bisturi elétrico, radiacdo laser de CO, e de Nd:YAG.
Foram utilizados 80 hamsters, de ambos os sexos, 0s quais, foram avaliados nos
periodos de sete, 14, 21 e 28 dias pds-operatérios por meio das analises clinica,
histomorfologica e histomorfométrica das fibras musculares esqueléticas. A analise
clinica evidenciou perda tecidual da lingua nos grupos estudados. Na analise
histomorfoldgica foi observado que a dinamica do processo de reparacao tecidual foi
mais rapida no grupo bisturi convencional do que nos demais grupos. Os dados
obtidos a partir da avaliacdo estatistica da histomorfometria das fibras musculares
esqueléticas foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA - uma via) e ao teste
de Comparacfes Mdltiplas de Tukey, com nivel de significAncia de p<0,05, os quais,
mostraram que a densidade de fibras musculares esqueléticas neoformadas
aumentou no grupo bisturi convencional quando comparado com 0s grupos bisturi
elétrico (p<0,01), radiacéo laser CO, (p<0,001) e radiacdo laser Nd:YAG (p<0,01),
no periodo de 14 dias; constatou-se, ainda, que houve aumento progressivo da
densidade de fibras musculares esqueléticas neoformadas durante a evolucao do
processo de reparo em todos os grupos estudados e, na comparagdo entre 0s
grupos radiagéo laser de Nd:YAG e CO,, a organizacéo tecidual foi mais rapida e a

vascularizagdo mais intensa, respectivamente.

Palavras-chave': Lasers. Dioxido de carbono. Nd:YAG. Processo de reparo.

! Bireme - Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS): Disponivel em: http//: decs.bvs.br
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate and compare the healing process after surgical
treatment of chemically induced lesion in the lateral edge of tongue of hamster
performed with scalpel, electrocautery, CO, and de Nd: YAG lasers radiation. Eighty
hamsters of both sexes were used and evaluated at 7, 14, 21 and 28 of
postoperative days by clinical, histological and histomorphometric analysis of the
skeletal muscle fibers. Clinical analysis showed loss of the morphology of the tongue
in all groups. In the histological analysis, it was observed that the dynamics of the
healing process was faster in the scalpel group compared with the other groups. The
histomorphometric observation of the skeletal muscle fibers were submitted to
analysis of Variance (ANOVA - One Way) and Multiple Comparison of Tukey test,
with a level of significance at p<0.05, which showed that amount of skeletal muscle
fibers formed significantly increased in the scalpel group when compared with the
electrosurgery group (p<0.01), CO laser radiation group (p<0.001) and Nd: YAG
laser radiation group (p<0.01) at the 14th postoperative day. A gradual increase of
skeletal muscle fibers formed during the healing process evolution was observed in
all groups. Comparing the laser radiation groups, it was possible to conclude that
tissue organization pattern and vascularization were faster and more intense in the

Nd: YAG laser radiation group, respectively, in relation to the CO, laser radiation

group.

Key words? Lasers. Carbon dioxide. Nd: YAG. Wound healing.

2 MeSH: Medical Subject Headings: Disponivel em: www.nlm.nih.gov/mesh
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1 INTRODUCAO

A perda tecidual € restaurada por regeneracdo ou cicatrizacdo. A
regeneracao € a reposi¢cao de células ou tecido lesado pelo tecido semelhante ao de
origem, restabelecendo as suas fungdes, enquanto que a cicatrizagcado ou reparagao
se caracteriza pela neoformacéo do tecido conjuntivo, com substituicdo das células
lesadas e alteracdo da arquitetura tecidual (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).
Esta, entretanto, resulta em uma satisfatoria condi¢cdo estrutural e funcional, mas
ndo igual aquela anterior ao dano (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

O processo de reparacdo tecidual normal é considerado um fendmeno
fisiolégico dinamico e complexo que compreende uma sequéncia regulada de
eventos celulares, teciduais e bioquimicos sobrepostos, que iniciam imediatamente
apos o dano (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).
Estes eventos possibilitam a base para os mecanismos fundamentais de reparo,
entre eles, sintese de matriz extracelular, angiogénese, contracdo da ferida e
epitelizagéo. Os elementos essenciais para que se iniciem estas atividades séo as
células residentes (células endoteliais, queratindcitos, fibroblastos), leucécitos
(neutrdfilos, mondcitos/macrofagos, linfécitos), assim como mediadores de natureza
lipidica (prostaglandinas, leucotrienos, fator de agregacdo plaquetaria) e protéica
(citocinas e fatores de crescimento) (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; HESS;
HOWARD; ATTINGER, 2003; ENOCH; LEAPER, 2007).

As respostas teciduais frente a lesdes, sejam provocadas cirurgicamente ou
por traumatismo, envolvem inflamacdo, proliferacdo celular e remodelagéo
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). A inflamacdo é um componente
primordial no processo de reparacao, pois desencadeia uma seérie de eventos pelos
quais o tecido lesado ou o fator etiologico € eliminado, induzindo a reconstrucao e
reparacao; embora, estes eventos variem de acordo com a causa. Quaisquer
alteracOes que interrompam o tempo certo da reparacéo do tecido estendem o dano
e retardam o processo de reparo (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Na area da estomatologia, a radiacdo laser de alta poténcia, particularmente

de Didxido de carbono (CO,), Diodo, Argénio, Erbio:YAG e Neodimio: itrio- Aluminio-
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Granada (Nd:YAG) tém sido utilizadas para procedimentos cirlrgicos como inciséo,
vaporizacdo e coagulacdo, incluindo desde lesdes traumaticas até neoplasias
benignas, processos proliferativos, lesbes linfo-hemangiomatosas, lesbes
potencialmente cancerizaveis e casos seletivos de neoplasias malignas (ROMANOS
et al, 1999; NICCOLI-FILHO; MOROSOLLI, 2003; MOROSOLLI et al., 2006;
DEPPE; HORCH, 2007).

Segundo Niccoli-Filho et al. (1997) e Thuaksuban e Nuntanaranont (2003),
dentre as vantagens da utilizacdo da radiacdo laser sobre os métodos convencionais
de tratamento, incluem-se minima destruicdo celular, reducdo da dor e edema pos-
operatério, campo cirlrgico estéril e exangue, promovendo excelente visualizacdo
das estruturas, reducdo do trauma mecanico. Na grande maioria dos casos, ndo ha

a necessidade de sutura e, ainda, a grande aceitacdo por parte do paciente.

Para Rossmann et al. (1987), Myers, Myers e Stone (1989), Romanos et al.
(1995), Frame (2003) e Cantatore e Kriegel (2004) o uso da radiagdo laser néo
aumenta a capacidade de reparacdo das lesdes bucais quando comparada com as
técnicas cirdrgicas realizadas com bisturi convencional, elétrico ou crioterapia.
Entretanto, os autores observaram diminui¢cdo do tempo de procedimento cirargico e
que as aplicacdes podem ser controladas com precisao, conduzindo a uma menor
destruicdo tecidual, associada a minima contracdo da ferida pds-operatoria. Estes
resultados justificam a utilizacdo da radiacdo laser, com destaque para os lasers de
CO;, e de Nd:YAG como ferramentas Uteis em cirurgias de tecidos moles da

cavidade bucal.

Com relacao ao uso ao do bisturi elétrico na incisao e coagulacéo de tecidos
moles, Vasconcellos et al. (2003), Sinha e Gallagher (2003) e Camacho-Alonso e
Lépez-Jornet (2007) consideraram algumas vantagens quando comparado a técnica
tradicional, desde que respeitadas as precaucdes e indicagdes, uma vez que seu
uso gera corrente elétrica de alta freqiiéncia, quando em contato com o tecido.
Dentre as vantagens deste instrumento cirdrgico os autores citaram: diminuicdo do
tempo cirargico, deplecdo do fluxo sanguineo, tornando o ato cirdrgico exangue e
com melhor visibilidade. Entretanto, esta técnica também pode causar complicacoes,
tais como, queimadura elétrica, podendo ocorrer no sitio cirargico ou no local do
eletrodo, interferéncia eletromagnética com outros instrumentos no campo cirdrgico,

causando deficiéncia no funcionamento de dispositivos cardiacos implantados ou,
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ainda, em implantes cocleares durante sua utilizacdo. Outros autores constataram
que quando aplicado em mucosa bucal, pode causar aumento da dor pds-operatoria,
perda de peso, atraso na reparacao e, ainda, producao de fumaca contendo gases
toxicos (SINHA; GALLAGHER, 2003; CAMACHO-ALONSO; LOPEZ-JORNET,
2007).

Esta pesquisa teve por objetivo avaliar o processo evolutivo da reparagéo
tecidual apds tratamentos cirdrgicos realizados pelos métodos convencional, bisturi
elétrico e dois tipos de radiacdo laser, por meio dos aspectos clinicos e da
microscopia de luz, utilizando-se a analise da histomorfometria, considerando-se a

densidade de fibras musculares esqueléticas presentes.



REVISAO DA LITERATURA




39

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fibroblasto/ Fibrocito/ Miofibroblasto

O fibroblasto é a célula encontrada na maioria dos tecidos e tem
prolongamentos citoplasmaticos irregulares; possuem ndcleo claro, grande, de forma
ovoide, com cromatina fina e nucléolo evidente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).
Aspectos caracteristicos desta célula incluem expressdo de vimentina na auséncia
de desmina e a-actina de musculo liso. Quando associados a moléculas de matriz
extracelular, os fibroblastos exibem reticulo endoplasméatico abundante e aparelho
de Golgi proeminente. Formam citoesqueleto de proteinas juntamente com células
de superficie, as integrinas e a matriz extracelular, facilitando a motilidade das
células e a producao de importantes forcas contrateis na homeostasia da reparacao
tecidual (MCANULTY, 2007).

Dentre as fun¢des dos fibroblastos, encontra-se a produgédo e manutencéo
homeostéatica da matriz extracelular do tecido ou 6rgdo no qual séo residentes. Sao
células metabolicamente ativas, sendo capazes de sintetizar e secretar os maiores
componentes da matriz extracelular, incluindo colagenos, proteoglicanas,
fibronectina, tenascina e laminina. Estimativas evidenciaram que cada célula pode
sintetizar aproximadamente 3,5 milh6es de moléculas de pré-colageno/dia
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; McANULTY, 2007). Exibem varios
fendtipos, incluindo fibroblastos nao-contrateis, miofibroblastos contrateis e um
fendtipo intermediéario, o protomiofibroblasto. Fibroblastos em quantidade podem ser
mantidos ou expandidos pela proliferacdo de populacbes residentes, mas em
adicao, evidéncias recentes indicaram que eles podem também ser derivados da
transicdo epitélio-mesenquimal ou da circulacdo, ou ainda, de células-tronco
mesenquimais dos tecidos (McCANULTY, 2007).

O fibroblasto sofre modificacbes do seu fenotipo durante a reparacao
tecidual. Fibroblastos derivados da ferida sdo caracterizados pelo aumento da
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sintese de colageno e contracdo, mas diminuem a proliferacdo quando comparados
com fibroblastos de derme normal. Entretanto, quando derivados de macrofagos, via
sinalizacdo por citocinas, transformam seu fendétipo para miofibroblastos, um
processo fortemente induzido pelo fator de crescimento tranformador B1(TGF-31). A
matriz adjacente também influencia o fendtipo de fibroblastos. Adesao celular
promovida pela sintese de matriz extracelular também pode resultar na altera¢do do
fendtipo. Fibroblastos e células endoteliais sdo as primeiras células na fase
proliferativa. Os fibroblastos ao migrarem para o interior do local da ferida o fazem a
partir dos tecidos adjacentes e, para isto, necessitam ser ativados de seu estado
quiescente. Os fatores de crescimento e as citocinas responsaveis pela ativacéo e
proliferacdo sédo principalmente derivados das plaquetas e macréfagos ativados. O
mais importante fator de crescimento para proliferacdo de fibroblastos € o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER,
2006).

O fibrocito € uma célula menor e com menos prolongamentos do que o
fibroblasto, apresentando aspecto fusiforme, com nicleo alongado, mais escuro e
citoplasma  acidéfilo  (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005). Representam
aproximadamente 0,5% da populacéo de leucécitos no sangue periférico e possuem
morfologia em fuso para aderéncia em cultura. Expressam marcadores de células
hematopoiéticas (CD34), leucdcitos (CD11b, CD13 e CD45), bem como produtos de
fibroblastos (colagenos I, |l e fibronectina) e sdo distinguidos de
mondcitos/macrofagos, células dendriticas e linfocitos B pela auséncia de
marcadores especificos para estes tipos de células (McCANULTY, 2007).

Havendo um estimulo adequado, como nos processos de reparo tecidual, os
fibrécitos podem voltar a sintetizar fibras, reassumindo a estrutura de célula
metabolicamente ativa. Na cicatrizacao dos ferimentos aparece uma célula chamada
miofibroblasto, com caracteristicas intermediarias entre o fibroblasto e a célula
muscular lisa. Esta célula tem morfologia de fibroblasto, mas contém maior
guantidade de actina (microfilamentos) e miosina. Os miofibroblastos participam do
fechamento dos ferimentos pela contracao da cicatriz formada. No tecido conjuntivo
adulto, o fibroblasto ndo se divide com freqiéncia, entrando em mitose apenas
guando ocorre necessidade, como por exemplo, nas lesdes teciduais (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2005).
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Os miofibroblastos sao caracterizados pela presenca de fibras de a-actina de
musculo liso. Estas células especializadas estédo envolvidas na contracéo da ferida e
no fendmeno retratil observado durante doencas fibroticas e também tém funcéo no
desenvolvimento embrionario. Fatores de crescimento, tais como TGF-3 e fator de
crescimento neural (NGF) podem modular a diferenciagdo de miofibroblastos
(PRAKASH; PAUL; ROBBINS, 2007). A tensdo mecanica ¢ um importante sinal,
gue juntamente com fatores de crescimento, tais como TGF-[3, induz a diferenciacéo
de fibroblastos modificados. Miofibroblastos séo caracterizados pela presenca de
uma isoforma de a-actina de musculo liso que é encontrada em células mioepiteliais
e células musculares lisas vasculares. Miofibroblastos participam na fase de
remodelacdo da reparacdo tecidual, pela contracdo dos feixes de microfilamentos
gue sao ligados a matriz extracelular por meio de integrinas, resultando num local de
contracdo da matriz (GABBIANI, 2003). Durante as fases finais de remodelagdo e
resolucdo, a producéo de metaloproteinases da matriz (MMPs) e inibidores teciduais
de metaloproteinases da matriz (TIMPs) pelas células, incluindo modificacdes nos
fibroblastos, favorecem a deposicdo de matriz extracelular e a degradacdo da
mesma; apds, os miofibroblastos desaparecem por apoptose (HINZ; GABBIANI,
2003; MCANULTY, 2007).

O mecanismo de regulacdo da diferenciacdo dos miofibroblastos ndo esta
completamente entendido (HINZ; GABBIANI, 2003). Em um estudo in vitro, Prakash,
Paul e Robbins (2007) relataram que a aplicacdo de fibrosina, uma citocina
fibrogénica, estimulou a expressao de células na produgao de a-actina de musculo
liso em culturas. Adicionalmente, os resultados da administracéo topica de fibrosina
sugeriram gque a mesma representa uma importante funcdo na regulacdo de
fibroblastos durante a reparacao tecidual e possibilita uma alternativa terapéutica em
fibroses. Além disso, a fibrosina topica parece ser também importante no processo

de cicatrizagdo, uma vez que estimula a diferenciacéo de miofibroblastos.
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2.2 Colageno e Fibras Musculares Esqueléticas

2.2.1 Colageno

O colageno é a proteina mais abundante do corpo humano, representando
30% do total do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005; SMITH; RENNIE,
2007), tendo importantes funcbes na manutencdo e integridade de varios tecidos
(EMING et al., 2007). Ha cerca de 28 tipos de colagenos conhecidos, sendo que a
maioria dos encontrados na matriz extracelular sédo fibrilares e compreendem os
principais tipos (I, I, Ill e V); estes sdo também a maioria dos colagenos presentes
em 0ssos, tenddes, pele e masculo (EMING et al., 2007; SMITH; RENNIE, 2007). Os
principais colagenos expressos em pequenos vasos sao do tipo IV, XV e XVIII;
agueles localizados em camadas de musculo liso ao redor de grandes vasos
compreendem os do tipo VIII, Xl e XIV (EMING et al., 2007).

A sintese do colageno ocorre como a de qualquer outra proteina dentro da
célula. A molécula de colageno é caracterizada pela repeticdo da sequéncia Gly-X-Y,
onde Gly é a glicina, X é freqientemente uma prolina e Y uma hidroxiprolina
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; SMITH; RENNIE, 2007). A unidade
protéica que se polimeriza para formar fibrilas colagenas € uma molécula alongada
denominada tropocolageno, que mede 280 nm de comprimento por 1,5 nm de
espessura. A molécula de tropocolageno consiste em trés cadeias polipeptidicas
dispostas em forma de fita helicoidal, sendo que esta conformacdo é estabilizada
pela prolina, devido a sua estrutura em anel, enquanto a glicina € espacada
regularmente a cada dois aminoacidos por toda a regido central da cadeia. As
diferencas na estrutura quimica dessas cadeias sao responsaveis pelos varios tipos
de colagenos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

De acordo com sua estrutura e fungéo, o colageno pode ser classificado em
grupos: colagenos que formam fibrilas, associados a fibrilas, que formam rede e de

ancoragem. Os tipos |, 11, 1ll, V e Xl pertencem ao grupo que formam fibrilas, sendo o



43

coldgeno do tipo | o mais abundante. A composi¢ao relativa determina a estrutura e
funcado: fibrilar ou reticular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005; SMITH; RENNIE,
2007).

FreqUentemente, as fibras depositadas sdo inicialmente dispostas ao acaso,
em diversas direcdes. Este padrdo é gradualmente substituido pelo
redirecionamento das fibras, quando estas sdo compactadas em feixes paralelos e
bem orientadas na dependéncia dos movimentos dos fibroblastos e miofibroblastos
(ANDRADE, 1999). De acordo com Nanci e Ten Cate (2001), a molécula de
coldgeno é continuamente sintetizada e degradada, permitindo a remodelacéo
tecidual. A proporcdo do colageno recentemente formado que é degradado e que
nao sofre processo de maturacdo também varia na dependéncia do tecido, assim
como do estado nutricional. Esta degradacao de colageno imaturo ocorre de forma
rapida, dentro de 15 minutos em ratos adultos (SMITH; RENNIE, 2007).

2.2.2 Fibras Musculares Esqueléticas

A musculatura esquelética ou estriada representa 40 a 45% do total do peso
corpéreo, correspondendo a uma estrutura constituida de células musculares e
tecido conjuntivo. E responsavel pela sustentacido e movimentac&o corporal devido a
sua capacidade de contracdo e de gerar uma forca que é aplicada sobre os ossos e
as articulacbes; na maioria das vezes, essa contracdo € voluntaria, via estimulo
nervoso. Esta estrutura é também necessaria para dar suporte ao processo de
cicatrizacdo que ocorre apés o dano ao tecido (KERR, 2000; HUARD; LI; FU, 2002).

O elemento estrutural basico do musculo esquelético € a fibra muscular ou a
miofibra (fig. 1). O muasculo esquelético é formado por células cilindricas alongadas
que possuem estriacbes transversais. As células musculares apresentam
caracteristicas especificas e, em razao disto, seus componentes recebem nomes
especiais. O citoplasma da miofibra é chamado sarcoplasma, contém matriz celular
e organelas, incluindo aparelho de Golgi, mitocondria, reticulo sarcoplasmatico,
lipideos, glicogénio e mioglobina; a membrana citoplasmatica € denominada de
sarcolema (HUARD; LI; FU, 2002). Os nucleos de uma fibra muscular estriada

esquelética estdo todos localizados na periferia em contato com o sarcolema (KERR,
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2000). A fibra muscular esquelética é derivada da fusdo de multiplos mioblastos.
Estes, fusionam-se para formar miotubos, os quais sdo longos, cilindricos e
multinucleados (HUARD; LI; FU, 2002). Cada fibra muscular é revestida por uma
camada de tecido conjuntivo chamada endomisio. Tais fibras sdo agrupadas em
feixes mantidos unidos por outra camada de tecido conjuntivo, o perimisio. Esse
grupo de feixes de fibras é denominado fasciculo. Os grupos de fasciculos com feixe
de fibras, cada qual com vasos sangiiineos e tecido nervoso associados, sao
mantidos juntos por outra camada, o epimisio. Os fasciculos circundados por
epimisio, que percorrem toda a extensdo do musculo esquelético, sdo circundados
por tecido conjuntivo denominado fascia. Esta, € constituida por tecido conjuntivo
denso e resistente que recobre todo o muasculo e se estende além deste,
constituindo o tendao cuja funcéo € fixar o musculo ao osso (HUARD; LI; FU, 2002;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

No interior de uma fibra muscular existe um nimero razoavel de unidades
estruturais orientadas longitudinalmente, as miofibrilas, formadas por filamentos de
actina e miosina, as duas principais proteinas contrateis do musculo. As miofibrilas
sao cilindricas, com diametro entre 1 e 20 um, podendo ser vistas ao microscopio
Optico como estriagBes transversais com faixas claras e escuras (KERR, 2000). A
banda | (isotropica) apresenta-se mais clara, pois é atravessada facilmente pela luz
polarizada, devido aos finos filamentos de actina que a constituem. A banda A
(anisotropica), mostra-se mais escura por ser composta por actina e filamentos
espessos de miosina, os quais dificultam a passagem da luz. No centro de cada
banda | evidencia-se uma linha transversal escura, a linha Z. O sarcémero é definido
com a regido da miofibra compreendida entre duas linhas Z. No centro da cada
banda A existe uma area mais clara chamada de banda H, exclusivamente
constituida de miosina. Ao microscopio eletrénico visualizam-se finos filamentos de
actina que partem da linha Z até a borda externa da banda H (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2005).

A lamina basal é constituida por uma camada externa de tecido conjuntivo
de 100 a 200 nm de espessura, por uma camada intermediaria e outra densa, mais
externa. Contém varias proteinas, entre estas, colageno, fibronectina, laminina e
muitas glicoproteinas. Entre a lamina basal e o sarcolema da fibra muscular

encontram-se as células satélites, que constituem uma populacdo de células
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residentes com grande atividade mitogénica e que contribuem para o crescimento
muscular pés-natal, o reparo de fibras musculares danificadas e a manutencéo do
musculo esquelético adulto. S&o, ainda, descritas como células indiferenciadas e
mononucleadas, cuja membrana basal esta em continuidade com a membrana basal
da fibra muscular. Em muasculo normal estas células sdo quiescentes, entretanto, em
resposta a estimulos como crescimento, remodelacdo ou trauma, estas s&o
ativadas, proliferam-se e expressam marcadores da linhagem miogénica (HUARD;
LI; FU, 2002). Neste estado, também sdo denominadas mioblastos. Essas células se
fundem as fibras musculares ja existentes ou se fundem a células satélites vizinhas,
para gerar novas fibras musculares. Ha evidéncias de que constituem uma
populacdo bastante heterogénea, visto que algumas podem sofrer diferenciacao
imediata, sem divisdo prévia, enquanto outras primeiramente proliferam, gerando
uma célula filha para diferenciacdo e outra para futura proliferagdo (McFARLAND et
al., 2000; ZAMMIT et al., 2002).

Peridsteo

Tendao

Fascia

Musculo esquelético
Epimisio —

Perimisio

Fasciculo
Endomisio
Fibra muscular

Estriacoes

Sarcolema
Sarcoplasma

Nucleo

Filamentos ———2 Miofibrilas

FIGURA 1: Estrutura do musculo esquelético.
(FONTE:http://training.seer.cancer.gov/module_anatomy/unit4_2_muscle_
structure.htm (acessado em 20/09/2007)
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2.3 Reparagéo Tecidual

A reparacao tecidual é considerada um processo fisiologico progressivo e
complexo, o qual envolve uma série de eventos celulares, teciduais e bioquimicos
sobrepostos, que inicia imediatamente apds o dano para restabelecer a estrutura e a
funcdo do tecido lesado (MIDWOOD; WILLIAMS; SCHWARZBAUER, 2004,
BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Este
processo, de acordo com alguns autores, pode ser didaticamente dividido em trés
fases: inflamatoria, proliferativa e de remodelacdo (GORTI; KOCH, 2002; SARSAM,;
ELLIOTT; LAM, 2005; BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN;
KIRSNER, 2007). Outros autores tém dividido a reparacdo em quatro fases, como a
primeira sendo a hemostasia (BRISSET; HOM, 2003; JOHNSTONE; FARLEY,
2005). Entretanto, as fases de reparo da ferida ndo sao eventos lineares simples,
mas sim reacdes e interacdes interdependentes que ocorrem simultaneamente
(SARSAM; ELLIOTT; LAM, 2005; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Na literatura encontram-se descritos trés diferentes tipos de reparacao
tecidual: por primeira, segunda e terceira intencédo. E considerada reparacio por
primeira intencdo aquela onde ocorre o fechamento da ferida logo apos o evento,
por exemplo, incisbes cirlrgicas ou feridas traumaticas limpas e suturadas
imediatamente apds o dano, ou ainda, com utilizacdo de materiais como grampos ou
adesivos cirargicos (HOLLINWORTH, 1994; HESS; HOWARD; ATTINGER, 2003;
JOHNSTONE; FARLEY, 2005; ENOCH; LEAPER, 2007). Nesta, observa-se minimo
rompimento tecidual e pouca formacéo de tecido de granulacdo. Aquela por segunda
intencdo é caracterizada por feridas deixadas abertas para reparar com ou sem
terapia topica auxiliar (HESS; HOWARD; ATTINGER, 2003). J4& a reparagcao por
terceira intencdo, ou fechamento primario atrasado ocorre quando a ferida for
intencionalmente deixada aberta, por algum intervalo de tempo, isto €, antes de ser
realizado o fechamento, as margens nédo sédo aproximadas por poucos dias, para
permitir antibioticoterapia tdpica ou aquelas Ulceras que estejam infectadas
profundamente. Estas, no entanto, podem resultar em uma maior formacédo de
cicatriz (HESS; HOWARD; ATTINGER, 2003; JOHNSTONE; FARLEY, 2005;
ENOCH; LEAPER, 2007).
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2.3.1 Fases da Reparacéo Tecidual

Os mesmos mecanismos fisioldgicos basicos ocorrem no processo
reparacional de todos os tecidos moles que sofrem algum tipo de dano
(JOHNSTONE; FARLEY,2005).

A inflamag&o € um importante componente efetivo da resposta inicial inata do
organismo frente ao dano. Esta atua no sentido de destruir, diluir ou bloquear o
agente etiolégico agressor, desencadeando uma série de eventos e normalmente
guiando a reparacdo e a restauracdo da funcdo do tecido lesado. Pode ser
subdividida em eventos celulares e vasculares e usualmente tem duracao entre 24 e
48 horas, podendo persistir, em alguns casos, por até duas ou mais semanas (LlI;
CHEN; KIRSNER, 2007).

A fase inflamatéria é o estimulo para as fases subsequientes do processo de
reparacdo da ferida e pode ser prolongada em uma Ulcera infectada, crénica ou
necrotica, conduzindo a uma inflamacao crénica (JOHNSTONE; FARLEY, 2005).

O dano tecidual causa rompimento dos vasos sanglineos e conseguente
hemorragia, promovendo distarbio na microcirculagdo local que culminar4d na
cascata de ativacédo e liberacdo de uma variedade de substancias essenciais ao
processo de reparacao, tais como fatores quimiotaticos e de crescimento (UENO;
HUNT; HOPF, 2006; LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Imediatamente apds o dano ao
tecido, ocorre vasodilatacdo local, aumento da permeabilidade vascular,
extravasamento de sangue e de fluido para o espaco extravascular, bloqueando a
drenagem linfatica produzindo, assim, os sinais cardinais da inflamacédo: dor,

hiperemia, aumento de volume e temperatura (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

O primeiro passo no processo de reparacao tecidual € a hemostasia, a qual
consiste de dois processos maiores: desenvolvimento do coagulo de fibrina e
coagulacdo (BROUGHTON:; JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).
Fatores sao liberados para atrair plaquetas ao local do dano, os quais incluem
mediadores, tais como PDGF e TGF-B (HESS; HOWARD; ATTINGER, 2003).
Plaquetas sdo expostas e ativadas pela matriz extracelular no meio intra-vascular e,
sob ativacdo, sofrem ades&do, bem como agregacao, liberando varios mediadores

guimicos, como serotonina, adenosina difosfato (ADP), tromboxano A2 e, também,



48

proteinas adesivas, como fibrinogénio, fibronectina, trombospondina e fator VIII de
Von Willebrand. Estes mediadores e a trombina, produzida localmente, induzem a
agregacdo plaquetaria e formam o coagulo, cessando a hemorragia. Durante a
hemostasia, as plaquetas também contribuem significativamente no processo de
reparo, incluindo inflamacdo, reepitelizacdo, fibroplasia e angiogénese,
influenciando na infiltracdo de leucdcitos por meio da liberagcdo de varios fatores
qguimiotaticos, como PDGF, TGF-a e TGF-R (ENOCH; LEAPER, 2007; LI; CHEN;
KIRSNER, 2007).

No inicio da fase inflamatoria, neutréfilos e mondcitos sdo as células
predominantes no local da ferida. Mais tarde, o niumero de neutréfilos declina e
macrofagos (originados de mondcitos) predominam. Neutréfilos e mondcitos sao
recrutados para a area do dano pela acdo dos fatores quimiotaticos liberados
durante a hemostasia pelos mastocitos. Outras substancias liberadas pelos
mastocitos, tais como as citocinas proé-inflamatérias, incluindo o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), histamina, proteases, leucotrienos (LTs) e citocinas (interleucinas
— IL-1, IL-6, IL-8), interferon-y (IFN-y) representam recursos adicionais de sinais
quimiotéaticos para o recrutamento de leucécitos, sendo liberadas rapidamente apos
o dano (GORTI; KOCH, 2002; BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN;
KIRSNER, 2007). Uma vez no local do dano, receptores de integrinas encontrados
na superficie da membrana de neutréfilos melhoram as interagdes célula-matriz,
permitindo aos mesmos a realizacdo da funcdo de destruir e fagocitar bactérias. A
infiltracdo de neutréfilos normalmente tem curta duracdo (poucas horas ou poucos
dias), porém a contaminacdo na ferida prolonga a presenca destes e retarda a
reparacdo (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; ENOCH; LEAPER, 2007; LI;
CHEN; KIRSNER, 2007).

Os macrofagos séo considerados as mais importantes células regulatérias na
reacao inflamatoria (ENOCH; LEAPER, 2007). Macrofagos fagocitam, digerem e
destroem organismos patogénicos e, ainda, fagocitam os neutréfilos remanescentes
(HESS; HOWARD; ATTINGER, 2003; LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Estes
importantes processos realizados pelos mondcitos-macrofagos permitem a inducao
da angiogénese e formacéo do tecido de granulacdo (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).
Estas células liberam fatores quimiotaticos (por exemplo, fibronectina) que atraem

fibroblastos para a area da ferida. Ha formacdo de novos vasos sanglineos que
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seguem um gradiente de fatores angiogénicos produzidos por macrofagos hipéxicos,
porque macréfagos ndo produzem estes fatores quando oxigenados. Podem, ainda,
ser considerados como grandes produtores de fatores de crescimento, incluindo
PDGF, fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), TGF-B e TGF-a. Estas citocinas sao importantes na indugao de
migracéo celular, bem como na proliferacdo e producdo de matriz, sugerindo que
aparecem para indicar a transicdo entre a inflamacdo e o reparo (BROUGHTON;
JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

A formacgéo da matriz extracelular € um evento fundamental desde o inicio da
reparacao, participando ativamente na formagéo do tecido de granulagdo, maturagao
e na remodelacdo tecidual. O desenvolvimento de novos capilares venosos é
dependente ndo somente das células e citocinas presentes, mas também da
producdo e organizacdo dos componentes da matriz extracelular. A matriz
extracelular € importante para a formacdo de vasos sanglineos e manutencao pela
acdo como suporte, por meio da qual, queratinécitos, fibroblastos e células
endoteliais podem migrar; servindo, ainda, como um reservatério e modulador para
fatores de crescimento, os quais atuam como mediadores da reparagdo, sendo
responsaveis pela sinalizacao intracelular. A matriz extracelular liga-se as células por
meio de receptores especificos de superficie, dos quais as integrinas sao 0os maiores
receptores para a matriz extracelular. Muitos sinais ativados por integrinas sao
também ativados apOs estimulacdo dos fatores de crescimento, sugerindo que a
resposta celular mediada por ambos tenha acdo sinérgica ou coordene alteracdes
bioquimicas celulares. Estudos recentes mostraram que lamininas sdo umas das
maiores proteinas da matriz extracelular na angiogénese (LI; CHEN; KIRSNER,
2007).

A fase proliferativa inicia-se, aproximadamente, trés a quatro dias apos o
dano, concomitantemente com o término da fase inflamatéria (UENO; HUNT; HOPF,
2006; ENOCH; LEAPER, 2007) e estende-se até cerca de dez dias (SARSAM;
ELLIOTT; LAM, 2005; UENO; HUNT; HOPF, 2006; ENOCH; LEAPER, 2007). Esta
fase caracteriza-se pela formacdo de uma barreira permeavel, isto €, a epitelizagéo,
0 estabelecimento de suprimento sanglineo apropriado, ou seja, a angiogénese e a

sintese de colageno que determina o refor¢o do tecido dérmico lesado, a fibroplasia
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(SARSAM: ELLIOTT; LAM, 2005; UENO; HUNT; HOPF, 2006; LI; CHEN; KIRSNER,
2007).

Durante esta fase, mondcitos diferenciam-se em macrofagos, liberando
inimeros fatores de crescimento responsaveis pela formacdo de tecido de
granulacdo e angiogénese. O tecido de granulacdo possui, além dos macréfagos,
outras células em sua matriz extracelular, dentre elas, células endoteliais, eritrocitos,
leucdcitos e células gigantes, que representam um tecido heterogéneo e dinamico,
por envolver intensa atividade de proliferacdo celular e secrecédo de proteinas. Os
mais importantes fatores de crescimento associados com a reparagao tecidual sao:
FGF, VEGF, TGF-B, PDGF, TGF-q, fator de crescimento epidermal (EGF), TNF-a e
INF-y (BRISSETT; HOM, 2003). Durante a angiogénese, FGF e VEGF sao
responsaveis pela proliferacdo das células endoteliais e sintese de novos vasos
sanguineos. O processo de epitelizacdo é estimulado pelos fatores de crescimento
que sdo sintetizados e liberados a partir das plaquetas e macréfagos (BRISSETT;
HOM, 2003; BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

Fibroblastos migram do tecido conjuntivo adjacente, proliferam e comecam a
sintetizar uma ancoragem para suporte constituida por fibronectina e componentes
da matriz extracelular, tais como colageno, elastina e integrinas (BRISSETT; HOM,
2003). Os fibroblastos localizados no interior da ferida comegcam a sintetizar
colageno e transformam-se em miofibroblastos para realizar a contracdo da ferida
(induzidos por macréfagos a partir da liberacdo de TGF-3;). Em resposta ao
estimulo de PDGF, os fibroblastos comecam a sintetizar uma matriz provisoria
constituida por colageno tipo lll, glicosaminoglicanas e fibronectina. Integrinas sédo
componentes da matriz e sédo reguladas por TNF-a. Em uma ferida incisional, o pico
do nivel de expressao de TGF-3 é encontrado por volta do sétimo ao décimo quarto
dia e direciona a producdo da matriz extracelular e a sua degradacdo. TGF-3
estimula os fibroblastos a sintetizar colageno do tipo I, diminuindo a producao de
MMPs devido ao aumento na producdo de TIMPs; ocorrendo o aumento na
producéo de proteinas de adeséo celular (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

A contracdo da ferida comeca logo apés o dano e o pico € alcancado em
duas semanas. O grau de contracdo da ferida varia com a profundidade da mesma.
Para feridas rasas, a contracdo é uma importante parte da reparacdo e é

responsavel por mais de 40% de diminuigdo no tamanho da mesma. Em feridas de
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média profundidade, a contracdo € menor quando comparada com as rasas e
diretamente proporcional a profundidade. Miofibroblastos sdo mediadores
predominantes deste processo de contracdo, em razdo da sua habilidade de
extensado e retracdo. Durante a formacéo do tecido de granulacéo, fibroblastos séo
gradativamente modulados entre os miofibroblastos, os quais séo caracterizados
com feixes de microfilamentos de actina (néo vistos em fibroblastos da pele normal),
similares aqueles identificados em células musculares lisas, ao longo da membrana
citoplasmatica (LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Os miofibroblastos contém uma das maiores concentragbes de actina e
miosina do que quaisquer outras células. As células dentro da ferida alinham-se ao
longo de uma linha e a contracdo da ferida ocorre na dire¢cdo das linhas de tenséo
da pele. Esta contracdo muscular de miofibroblastos € mediada por PDGF1, 5-
hidroxitriptamina,  angiotensina, vasopressina, bradicinina, epinefrina e
noraepinefrina. A contracdo € uniforme e requer comunicacao célula-célula e célula-
matriz. O padrdo de contracdo € proporcional a concentracdo de colageno

(MIDWOOD; WILLIAMS; SCHWARZBAUER, 2004, LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

A quantidade de coldgeno necesséria para preencher a ferida é relativa ao
volume do defeito a ser preenchido. Feridas que séo fechadas por aproximacéo das
bordas e sutura necessitam uma menor quantidade de colageno; contrariamente,
aguelas feridas que sao reparadas por segunda intencdo que necessitaram de uma
maior quantidade, as quais, requerem uma fase proliferativa mais prolongada. A
producéo de colageno continua por semanas ou meses e é dependente do aporte de
oxigénio e nutrientes (SARSAM; ELLIOTT; LAM, 2005).

A fase de remodelagcdo consiste na deposicdo de matriz e subsequentes
alteracdes, ocorrendo durante todo o processo de reparo. O codgulo de fibrina
formado no inicio da fase inflamatdria € substituido pelo tecido de granulacéo, que é
rico em colageno tipo Ill e vasos sanguineos; durante a fase proliferativa &,
subsequentemente, substituido por uma cicatriz de colageno, na qual had o
predominio de colageno do tipo I, com menor nimero de vasos sanglineos
maduros. As fibras colagenas séo constituidas por cerca de 80% de peso dissecado
de derme humana normal e sdo as principais proteinas estruturais que fornecem

resisténcia e dureza para o tecido dérmico. Em adultos saudaveis, o colageno tipo |
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contém, aproximadamente, 80% do colageno e o tipo Il constitui 10% do colageno
da derme (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

Durante o inicio da reparacdo, similar a derme fetal, ha o predominio do
colageno tipo lll, sendo este sintetizado por fibroblastos no tecido de granulagéo
apos 48 a 72 horas e é maximamente secretado entre cinco e sete dias. A
quantidade total do colageno aumenta no inicio da reparacéo, alcancando maxima
producado entre duas a trés semanas apés o dano. Acima do periodo de um ano ou
mais, a derme gradativamente retorna ao seu fenotipo anterior ao dano, constituida
na sua grande maioria por colageno do tipo I. Resisténcia a tensdo dentro de uma
estimativa funcional do colageno, aumenta para 40% da resisténcia antes do dano
em um més e pode continuar a aumentar pelo periodo de um ano, alcancando até
70 a 80% (ENOCH; LEAPER, 2007; LI; CHEN; KIRSNER, 2007).

A medida que o reparo progride, ocorre uma formacéo gradual de colageno
com a degradacédo do colageno do tipo Il e aumento na sintese de colageno do tipo
I. O processo desta conversdo da derme € acompanhado pela sintese controlada de
novo colageno e lise do colageno antigo, principalmente pela acdo das MMPs. O
estimulo para esta conversdo pode ser o estresse biomecanico e/ou a presséo
transversal localizada no fechamento da ferida. MMPs ndo sdo usualmente
detectaveis ou encontram-se em niveis muito baixos nos tecidos remanescentes
saudaveis, sendo as mesmas induzidas durante a reparacao tecidual, em resposta a
citocinas, fatores de crescimento e/ou contato de célula com a matriz extracelular. A
atividade catalitica daS MMPs € também controlada, em parte, por uma familia de
TIMPs, os quais, se ligam especificamente a MMPs. O balanco entre as atividades
de MMPs e TIMPs é, também, fundamental na reparacdo e remodelacéo
(BROUGHTON, JANIS; ATTINGER, 2006; LI; CHEN; KIRSNER, 2007). Durante
esta fase ha um decréscimo progressivo na vascularizacdo da ferida e o tecido
cicatricial torna-se palido. A ferida adquire resisténcia com o colageno maduro,
embora o tecido cicatricial ndo exceda mais do que 80% da resisténcia original,
estando na dependéncia da organizagdo efetiva sobre a matriz coladgena. O
remodelamento envolve etapas sucessivas de producéo, lise e orientacdo das
fibrilas de colageno (JOHNSTONE; FARLEY, 2005).

A deposicdo de colageno no material amorfo, constituido principalmente por

proteoglicanas, é feita a principio, de maneira aleatéria tendo como orientagdo a
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fibronectina, sendo dependente da natureza e direcdo das tensdes aplicadas ao
tecido. A molécula do colageno é continuamente sintetizada e degradada, permitindo
a remodelacéo tecidual (NANCI; TEN CATE, 2001). O aspecto de ordenacédo dos
feixes colagenos de forma paralela, bem como a birrefringéncia torna facil a sua

visualizagéo por meio da microscopia de luz e eletronica (MONTES, 1996).

Nesta fase, os linfocitos constituem o sub-sistema leucocitario mais
abundante em feridas humanas (ENGELHARDT et al., 1998). Os linfocitos ndo sao
somente efetores imunes, mas também produtores de fatores de crescimento. Nesta
etapa, essas células sdo atraidas para a regido da ferida em igual nimero que os
mondcitos. Os eosindfilos aparecem nas ultimas fases do reparo e presume-se que
podem estar relacionados a producdo de fatores de crescimento (BLOTNICK et al.,
1994). A completa reparacao do tecido € alcancada quando os finos microfilamentos
de actina e miosina gradualmente desaparecem do citoplasma dos miofibroblatos e
nenhuma juncdo €é observada entre os fibroblastos (RUNGGRE-BRANDLER,;
GABBIANI,1983).

Embora a reparacéo tecidual envolva as fases descritas, fatores sistémicos
e/ou locais podem afetar a evolugdo normal dessas fases, resultando na cronificagao
ou a falta de reparacdo da ferida ou, ainda, excessiva fibrose (cicatrizacao
hipertréfica ou formacéo de queldide), podendo até alterar a estrutura e a funcao (LI;
CHEN; KIRSNER, 2007). Os maiores fatores locais que podem interferir no curso da
reparacao incluem dimensédo e localizacdo do ferimento, pressdo, presenca de
infeccdo e tecido necrotico. Sistemicamente, a reparacdo tecidual pode ter seu
tempo de evolugdo prolongado pela influéncia de fatores como idade, enfermidades
cronicas e, em patrticular, insuficiéncias vasculares e nutricionais, incluindo também
doencas autoimunes, neuropatias e uso de esterdides (HESS; HOWARD;
ATTINGER, 2003; JOHNSTONE; FARLEY, 2005; ENOCH; LEAPER, 2007; LI,
CHEN; KIRSNER, 2007).
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2.4 Radiagao LASER

Os principais conceitos da radiacdo laser basearam-se nos principios da
Teoria Quantica Eletrodinamica proposta por Einstein em 1917. No entanto, somente
em 1958, com Schawlow & Townes®, os primeiros estudos foram realizados, sendo
Maiman™, em 1960, o criador do primeiro laser operacional usando cristal de rubi. A
partir deste, foram desenvolvidos lasers que servem as mais diversas finalidades,
denominados genericamente como lasers de baixa ou alta poténcia. Hoje, ha
diversos tipos de lasers distinguidos conforme os meios ativos que os produzem.
Dentre os mais utilizados, tém-se os de Argbnio, Diodo, Diéxido de Carbono (CO,),
Neodymium Yttrium - Aluminum - Garnet (Nd:YAG), Holmiun, Helio-Nebnio e
Erbiun:YAG (NICCOLI-FILHO; OKAMOTO, 1994; CLAYMAN; KUO, 1997; HORCH,;
DEPPE, 2005).

A palavra laser € um acrbnimo que, na lingua inglesa, significa Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation. A radiacdo laser tem como
caracteristicas a unidirecionalidade, geracdo de um feixe paralelo de radiacao
eletromagnética, comprimento de onda Unico, produzindo uma fonte de luz
monocromatica, colimada e muito intensa (POGREL, 1989; CLAYMAN; KUO, 1997;
HORCH; DEPPE, 2005). Para a compreensao de quais as diferencas entre o feixe de
laser e a luz comum, devem-se observar certas propriedades fisicas especificas deste,
tais como: coeréncia, monocromaticidade, colimacéo e brilhancia. A coeréncia € a
capacidade da luz laser de ser ordenada e altamente direcionada. O feixe de laser
mantém uma relacdo de fase constante entre duas posi¢cdes, no espaco (coeréncia
espacial) e no tempo (coeréncia temporal), justiicando o seu baixo grau de
divergéncia. A radiagdo da luz laser diverge, em aproximadamente 1 mm em sua
extensado; por conseguinte, pode ser programada sobre grandes distancias, sem perda
substancial de intensidade; ja a luz comum é emitida de maneira difusa ou
multidirecional (CLAYMAN; KUO, 1997). Outra propriedade importante € a

monocromaticidade: a radiacéo laser produz uma banda de luz pura, sendo que o seu

*SCHAWLOW, A.L., TOWNES, C.H. Infrared and optical masers. Phis Rev, v.112, p.1940-9, Dec. 1958.
" MAIMAN, T.H. Stimulated optical radiation in rubi. Nature, v.187, p.493-4, Aug.,1965.
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comprimento de onda depende unicamente das caracteristicas do meio ativo, emitindo
radiacdo de um Unico comprimento de onda. Esta propriedade € terapeuticamente
importante, pois permite absorcdo seletiva da energia para cores especificas
(componente de absorcdo de luz ou croméforos). Em contrapartida, fontes de luz
comum, como as lampadas incandescentes, emitem todas as cores - através do
espectro eletromagnético visivel em nuancas do infravermelho - e, por isso, parecem
brancas (CLAYMAN; KUO, 1997). A colimacdo ou direcionalidade diz respeito a
propagacédo do feixe de laser por longas distancias, com baixa divergéncia, sendo a
luz laser colimada pelos sistemas Opticos a um feixe extremamente fino (LEHNERT,
1996; CLAYMAN; KUO, 1997). A brilhancia ocorre como resultado de um processo de
amplificacdo de poténcias muito altas geradas pela luz laser em virtude do baixo grau
de divergéncia do seu feixe e, ainda, pela capacidade de concentracdo do feixe focal,
ou seja, o laser pode concentrar grandes poténcias luminosas em pequenas areas
(LEHNERT, 1996; CLAYMAN; KUO, 1997).

Além das propriedades especificas do feixe de laser, os instrumentos que o
produzem possuem algumas caracteristicas que permitem ampliar a sua gama de
recursos. Dentre estas podemos citar a sintonia e as opera¢des continua ou
pulsada. A sintonia é a capacidade de poder escolher o comprimento de onda
emitido, dentro de certos intervalos caracteristicos do meio ativo. Isto é conseguido
mediante a utilizacdo de componentes Opticos especificos e da adequacdo da
geometria do feixe (SCHWAB®, 1999).

Os modos continuo ou pulsado estdo relacionados com os tipos de
aparelhos de emissao de radiacéo laser. Estes apresentam diversos desenhos para
seus dispositivos Opticos e elétricos, podendo produzir feixes de onda continua ou
pulsada. O modo continuo gera temperaturas muito maiores sobre os tecidos, ja o
pulsado produz pulsos curtos individuais de picos de forca relativamente altos. A
utilizacdo de um desses recursos depende de cada situacédo e da preferéncia do
profissional, com base em varios estudos sobre qual o melhor tipo de feixe a ser
utilizado (NICCOLI-FILHO et al., 1997; HORCH; DEPPE, 2005).

A extensdo, na qual ha interagcdo entre o tecido e a radiacdo laser é

determinada pela fluéncia e geometria do feixe do laser (FERREIRA; NARY-FILHO;

“ CARLOS SCHWAB. (Aula da Disciplina de Laser do Curso de P6s graduacdo em Odontologia da FOSJC-UNESP, 1999).
Comunicagéo pessoal.
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CARVALHO-JUNIOR, 1996; CLAYMAN; KUO, 1997). A posic&o e a extens&o do dano
térmico produzido dependem do comprimento de onda, da intensidade e duracdo da
irradiacdo laser sobre o tecido. A densidade do fluxo de energia (Intensidade), fator
gque mensura a quantidade de dano tecidual, medida em watts por centimetro
quadrado (W/cm?) é alterada drasticamente com um simples focar e desfocar do feixe
do laser, podendo-se controlar, desta forma, o tipo de dano tecidual (CLAYMAN; KUO,
1997; HORCH; DEPPE, 2005).

Quase todos os tipos de lasers sdo absorvidos pelos tecidos moles da
cavidade bucal. Isso ocorre devido ao seu alto teor de agua e a intensa
vascularizacéo presente nesses tecidos (GUTKNECHT; FRANZEN, 2004).

E importante salientar que o uso de densidades de energias maiores pode
levar ao acumulo de calor e dano térmico as estruturas adjacentes. Maiores
parametros de energia e tempo implicam em maior temperatura e danos térmicos e,
assim, o tempo para a reparagdo, consequentemente, serd maior. O didmetro do
feixe de radiacdo laser também determina variacdo na densidade de poténcia:
guanto maior o diametro, maior a densidade, porém este parametro € fixo, ou seja,
inerente ao tipo de aparelho. Portanto, a quantidade de destruicdo tecidual e a
profundidade de penetracdo do feixe de radiacdo laser variam de acordo com o
tamanho do feixe, densidade de poténcia e/ou energia, e a duracédo da exposi¢cao do
tecido a radiacdo laser. Diversos estudos experimentais tém sido realizados no
sentido de elucidar seus efeitos nos tecidos moles, variando-se os parametros e
comparando-se as diferentes técnicas cirurgicas com bisturi convencional e elétrico
(WILDER-SMITH; ARRASTIA; LIAW, 1995; PINHEIRO et al., 2002).

A radiacdo laser de alta poténcia pode atuar sobre o tecido de trés formas:
promovendo sua vaporizagcdo (ablacdo), coagulacdo ou sua incisdo/ exciséo
(SULLINS, 2004; HORCH; DEPPE, 2005). Inciséo/ excisdo pode ser comparada
com bisturi convencional ou elétrico, mas a interacdo laser/tecido ndo tem
contrapartida em cirurgia convencional. A ativacao destes efeitos é dependente da
densidade de poténcia (Watts de energia laser aplicados por unidade de area do
tecido), comprimento de onda da luz laser e as propriedades do tecido alvo
(SULLINS, 2004).
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2.4.1 Lasers de CO, e de Nd:YAG

O laser de CO;, foi desenvolvido por Patel (1964) e obtido por estimulacéo
dos gases de diéxido de carbono (CO,), nitrogénio (N2) e hélio (He), sendo o N, e o
He responsaveis pelo aumento de sua eficiéncia. Este tipo de laser produz energia
com um comprimento de onda de 10,6 um que o coloca na por¢éo infravermelha do
espectro eletromagnético, invisivel ao olho humano e proximo ao maior pico de
absorcdo espectroscopica para a agua (CLAYMAN; KUO, 1997; HORCH; DEPPE,
2005). A extensdo na qual ha interacdo entre o tecido e a radiacdo laser é
determinada pelo contetdo de agua dos tecidos e pela irradiacdo, fluéncia e geometria
do feixe do laser. Em virtude de sua acao ser basicamente por absor¢céo de agua dos
tecidos, quanto menor a quantidade de agua, maior o dano tecidual. E o que ocorre
guando se irradiam tecidos como 0ssos, tenddes ou gordura (FERREIRA; NARY-
FILHO; CARVALHO-JUNIOR, 1996; CLAYMAN; KUO, 1997).

Para a realizagcédo de vaporizacao, basta afastar do tecido a peca de mao do
aparelho de emisséo de radiacao laser, distanciando o seu ponto focal. Isto equivale a
desfocar o feixe, gerando, assim, temperaturas menores, que promovem um dano
mais superficial, sobre uma area maior. Em contrapartida, para incisionar um tecido, a
radiacdo laser deve atuar com seu ponto focal sobre este, promovendo-se, assim,

altas temperaturas em uma area restrita (HORCH; DEPPE, 2005).

As cirurgias realizadas com esse tipo de radiacdo laser também podem ser
indicadas levando-se em conta aspectos inerentes as condi¢cdes de saude geral do
paciente. Pacientes com desordens sanglineas e que estdo sob uso de
medicamentos anticoagulantes, portadores de marca passo ou outros aparelhos de
monitoramento eletrbnico, pacientes nos quais as perdas sanglineas devem ser
evitadas e, ainda, em lesdes vasculares seriam beneficiados com as cirurgias a laser
(BARAK; KAPLAN; ROSENBLUM, 1990). Dentre as principais vantagens na
utilizacéo da radiagdo laser CO, tém-se: inciséo rapida ou ablagéo dos tecidos, danos
minimos a area de tecido normal adjacente a area de tratamento; preservacdo de
margens adequadas a realizagcdo de andlise histologica, boa hemostasia trans-
operatoria, acao esterilizante do feixe no ponto de sua aplicacdo no tecido, diminuicéo

do edema pos-operatorio, formacdo minima de escaras, manipulagdo minima dos
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tecidos, flexibilidade do tecido cicatricial, além de menor desconforto pds-operatorio,
devido a vaporizagdo das terminagfes nervosas (ROMANOS; NENTWIG, 1996;
THUAKSUBAN; NUNTANARANONT, 2003). Esses aspectos positivos da aplicacao
da radiacdo laser de CO, propiciaram melhora na qualidade das cirurgias buco-
maxilofaciais, sobretudo pela possibilidade de manipulacdo da mucosa sem a
ocorréncia de episédios hemorragicos, edemas, dor pos-operatéria ou formacdo de
fiborose e por ndo haver necessidade de sutura na grande maioria dos casos
(ALAMILLOS-GRANADOS et al., 1993; SINHA; GALLAGHER, 2003). Embora, haja
minima dor no pos-operatério imediato, episddios com sintomatologia dolorosa podem
ser observados trés a quatro dias do poés-operatério, podendo persistir até duas
semanas. Entretanto, comparado a cirurgia convencional, a cirurgia com radiacao
laser de CO, parece causar menor severidade nos episédios de dor e edema,
sialorréia, disfonia e disfagia (NICCOLI-FILHO; MOROSOLLI, 2003).

Estudos clinicos mostraram que a reparagdo da mucosa bucal e outras
regides do corpo submetidas a radiacéo laser de CO, apresentaram menor grau de
cicatriz e contracdo tecidual quando comparada com a reparacdo resultante de
métodos cirurgicos convencionais (FISHER et al., 1983; SULLINS, 2004). Isto est4
relacionado com a menor quantidade de miofibroblastos e pela falta de organizagao
entre estas células (LUOMANEN; LEHTO; MEURMAN, 1988; ZEINOUN et al.,
2001).

Evrard, Nammour e Dourov (1996) avaliaram o processo de reparo em lingua
de ratos por meio de incisdes realizadas com radiacdo laser de CO,, utilizando
poténcia de 5W, modo continuo e tempo e irradiacdo de 5 segundos. Os animais
foram submetidos a eutanasia imediatamente, dois, quatro, seis, 8, 10 e 30 dias
apos a irradiacdo. A analise histolégica evidenciou vaporizacdo do fluido intra e
extracelular, denaturacdo das proteinas extracelulares e oclusdo dos capilares. Ao
segundo dia, observou-se superficie lisa da incisdo, auséncia de restos necroticos,
coberta por fibrina e presenca de células polimorfonucleares. No quarto dia,
presenca do tecido de granulagcdo com capilares orientados perpendicularmente a
superficie da ferida, numerosos polimorfonucleares, células mesenquimais e

miofibroblastos. Ao décimo dia, houve completa reepitelizacéo da ferida.

Liboon, Funkhouser e Terris (1997) compararam histologicamente os efeitos

do bisturi convencional, radiacdo laser de CO,, bisturi elétrico e bisturi elétrico com
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voltagem constante em incis6es produzidas em lingua e mucosa jugal de porcos. Os
autores concluiram que entre os instrumentos comparados, o0 bisturi elétrico com
voltagem constante e a radiacao laser de CO, promoveram a melhor combinacdo de
facilidade do uso, hemostasia e auséncia de dano ao tecido. Excisbes e incisdes
realizadas com bisturi elétrico com voltagem constante requerem menor tempo do que
aquelas com radiacdo laser, mas as feridas cirargicas produzidas pelo primeiro
apresentaram significativa presenca de tecido de granulacdo nos periodos finais de

observacao sugerindo que deva existir um atraso no processo de reparo tecidual.

Romanos, Siar e Toh (1999) produziram incisdes cirurgicas em palato duro de
macacos utilizando bisturi elétrico e radiacao laser de CO,, este, com poténcias de
2W, 4W e 6W, em modo continuo e tempo de irradiacdo de 6 segundos para avaliar o
processo de reparacdo. Os resultados histolégicos mostraram que nas incisoes
realizadas com radiacédo laser de CO, houve presenca de necrose tecidual e uma
marcada reacdo inflamatéria diretamente relacionada com o aumento da poténcia
utilizada. Ao terceiro dia, a superficie do epitélio foi substituida por exsudato
fibrinopurulento. No tecido conjuntivo, observou-se fragmentacéo e desorientacdo das
fibras colagenas, infiltrado de células inflamatérias presentes tanto na inflamacao
aguda como na cronica. Ao sétimo dia, observou-se completa epitelizacado da ferida
cirtrgica e, no tecido conjuntivo, pequenas quantidades de fibrilas colagenas novas
entre as ja existentes, bem como discreto infiltrado de células inflamatorias
mononucleares. As feridas produzidas com o bisturi tiveram completa epitelizacdo ao
terceiro dia, com evidéncia de atividade fibroblastica e discreto infiltrado de células
mononucleares. Ao décimo quarto dia foi observada completa reparacéo do epitélio e
do tecido conjuntivo nos dois tipos de incisbes. De acordo com os resultados obtidos,
a radiacdo laser de CO, provocou alteracdes no tecido e uma intensa reacao

inflamatoria retardando o processo de reparo no estagio inicial.

Patrocinio e Niccoli-Filho (2000) avaliaram histologicamente a reparacdo da
mucosa bucal de ratos submetidos a radiagéo laser de CO, com diferentes poténcias
(2, 7 e 10 Watts, por 5 segundos, modo continuo, com foco de 0,8 mm) nos periodos
imediatamente, trés e sete dias pos-irradiacdo. Os resultados imediatos mostraram em
todos 0s grupos presenca de necrose por coagulacdo, atingindo o tecido muscular
com maior profundidade no grupo irradiado com 10 Watts de poténcia. Os autores

concluiram que o grupo de animais irradiados com 2 Watts de poténcia nao
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apresentou diferencas e/ou atraso significantes na cronologia de reparo, mostrando-se
esta poténcia adequada para uso em mucosa. Os mesmos autores descreveram,
ainda, que a fina camada de colageno denaturado observada clinicamente na
superficie da area irradiada, nos primeiros periodos subseqientes a irradiacéo,
poderia agir como um curativo biolégico impermeavel, reduzindo o grau de irritacao

dos tecidos envolvidos.

A resposta cicatricial de incisdes cirdrgicas realizadas com lasers de alta
poténcia mostra-se diferente das incisdes produzidas pelo método convencional, em
razdo da formacdo de uma camada de carbonizag¢édo na superficie da ferida, a qual
exerce funcdo de cobertura e protecdo. ApOs 24 horas, inicia-se a formagdo de um
coagulo fibrinoso superficial. O epitélio de regeneracdo cobre o coagulo de fibrina
nas margens da ferida, caracterizando a cicatrizacéo por segunda intencéo. Ocorre a
proliferacdo do epitélio entre o coagulo superficial e o o tecido de granulacéo
subjacente. Adicionalmente, evidencia-se reacdo inflamatéria menor, assim como a
guantidade de miofibroblasto presentes, com isso ha menor contracdo da ferida e
menor quantidade de coldgeno é formada, ocorrendo atraso na regeneracao do
epitélio (FISHER; FRAME, 1984).

Paes-Junior e Niccoli-Filho (2001) compararam macroscopicamente a
evolucdo da reparacao tecidual entre incisdes cujas margens foram fechadas por
meio de sutura e/ou vaporizacdo com radiacdo laser de CO,. A andlise
macroscopica foi realizada nos periodos imediatamente, 24 horas, trés, sete, 14 e 21
dias p6s-operatorios. Os resultados evidenciaram atraso no inicio da reparagéo nas
incisdes vaporizadas; porém, aos 21 dias, ambos 0s grupos mostraram as mesmas
caracteristicas macroscopicas. Entretanto, a incisdo vaporizada ndo mostrou trauma
mecanico do tecido observado nas incisbes suturadas e nenhuma complicacéo
hemorragica foi evidenciada. Os autores sugeriram que a radiacdo laser de CO,

pode, eventualmente, substituir a necessidade de sutura.

Sinha e Gallagher (2003) compararam a radiacao laser de CO;, com bisturi
convencional, bisturi ultra-sénico e bisturi elétrico ao realizarem incisdes na mucosa
bucal de porcos. Histologicamente os autores observaram que as feridas produzidas
pela radiagdo laser apresentaram uma zona de tecido coagulado, necrose,
inflamacdo aguda com presenca de neutréfilos nas primeiras duas semanas de

avaliacdo e, aos 28 dias linfocitos e macrofagos, com areas de necrose tecidual e
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atraso na epitelizacdo. Os demais instrumentos promoveram completa epitelizacao e

resolucdo do processo inflamatorio aos sete dias.

A radiacdo laser de alta poténcia como o Nd:YAG possibilita diversas
aplicacdes em areas da medicina e odontologia e esta indicada, sobretudo, nas
cirurgias de tecidos moles. Este tipo de radiagao laser emite luz na frequéncia
proxima a faixa do infravermelho do espectro eletromagnético, com comprimento de
onda de 1.064nm, podendo a energia ser entregue sob os modos continuo ou
pulsado, sendo utilizada a forma sem contato e com contato com o tecido alvo, por
meio de fibra Optica. Dentro do modo sem contato, o laser de Nd:YAG tem valor
limitado na cavidade bucal devido a profundidade de penetracdo espalhar-se.
Lesbes de maior espessura situadas profundamente podem, entretanto, ser
tratadas com radiacdo laser de Nd:YAG, geralmente utilizando 20 a 30 Watts de
poténcia. Porém, os mesmos autores ressaltaram que cuidados devem ser tomados
para ndo ocorrer excessiva ablacdo utilizando alta poténcia, o que poderia levar a

formacdo de cicatrizacdo hipertrofica e necrose de coagulacdo, com subsequiiente

hemorragia pos-operatoria (CATONE; ALLING, 1997).

Bradley (1997) descreveu que o comprimento de onda da radiacdo laser de
Nd:YAG exibe minima absorcdo pelos tecidos e maxima penetracdo quando
comparada com radiacdo laser de CO,, 0 qual mostra maxima absorcdo e minima
penetracdo aos tecidos. Estas propriedades permitem uma variedade de usos em
cirurgia maxilofacial, particularmente na coagulacdo de lesdes angiomatosas,
hemostasia, cirurgia artroscopica da articulacdo témporo-mandibular, em
combinacdo com laser de CO, para resseccdo de tecidos vasculares, como por
exemplo, hemiglossectomia e tratamento de neoplasias malignas. O laser de
Nd:YAG oferece a possibilidade de melhor coagulacdo nos tecidos vasculares em
comparacao com a radiacao laser de CO,. A baixa absorcao por parte dos tecidos
nao somente faz a radiacéo ter potencial para penetrar profundamente, mas também
espalha a radiagdo na superficie, a qual pode produzir alteracdes parciais aos
tecidos subjacentes. Isto em comparag¢ao ao corte produzido pela radiacdo laser de
CO,, cujo dano periférico pode ser menor (cerca de 0.2mm ou 200um), levaria a
predizer alguma sintomatologia a mais e edema ao ser utilizada a radiacao laser de
Nd:YAG.
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Lippert et al. (2003) realizaram estudo histolégico da mucosa da laringe de 11
pacientes que sofreram incisdo com radiagcéo laser para melhorar obstrugéo das vias
aéreas e um estudo clinico em 24 pacientes com cancer orofaringeo, os quais foram
tratados com cirurgia a laser de CO, e de Nd:YAG com o objetivo de avaliar a
cronologia da reparacdo tecidual. Os resultados histolégicos evidenciaram que no
inicio houve um retardo no processo de reparacao apos a resseccao cirurgica da lesao
neoplasica com radiacédo laser e foi observada uma dependéncia do tamanho inicial do
defeito cirdrgico. A média de duracdo da reparacdo tecidual apds cirurgia com
radiacao laser de CO, foi significativamente menor do que aquelas realizadas com
radiacao laser de Nd:YAG. Devido a uma pronunciada zona de necrose na base da
ferida, este efeito foi mais evidente com radiacdo laser de Nd:YAG. Entretanto, a
diferenca na cronologia da reparacéo tecidual entre ambos os tipos de lasers néo

pareceu ter influéncia negativa nos resultados.

Walfisch et al. (2004) avaliaram e compararam procedimentos cirdrgicos
realizados com radiacéo laser de Nd:YAG e CO, com a técnica cirargica convencional
em pacientes com cisto pilonidal durante um periodo de nove anos. Os grupos foram
comparados considerando-se episodios hemorragicos, tempo de reparacao tecidual,
ocorréncia de infeccdo pOs-operatéria e recorréncia da lesdo. Os resultados
evidenciaram que o tempo de reparacao foi consideravelmente menor em ambos 0s
grupos tratados com radiacdo laser. Episodios hemorragicos e infeccdo pos-
operatoria, bem como recorréncias foram menores nestes grupos. Ambos os lasers
produziram resultados similares. A principal vantagem na comparacdo entre o0s
procedimentos cirargicos que utilizaram a radiacdo laser em relacdo ao método

convencional foi o tempo menor de reparacao da ferida e a simplicidade da técnica.

Camacho-Alonso e Lopez-Jornet (2007) avaliaram a reparacdo tecidual em
ratos albinos, nos quais produziram incisbes em dorso de lingua com bisturi
convencional, criocirurgia, eletrocautério e radiacdo laser de CO,. Os animais foram
divididos em seis grupos. Nos primeiros trés grupos, as feridas foram produzidas com
bisturi convencional, nenhuma substancia foi aplicada no primeiro grupo; no segundo
grupo foi aplicado N-butyl-2-cianocrilato sobre a ferida pés-cirdrgica e, no terceiro,
acido tri-cloroacético a 50%. Nos grupos quarto, quinto e sexto as incisdes foram
produzidas com criocirurgia, eletrocautério e radiagédo laser de CO,, respectivamente.

Foram mensurados aspectos como hemorragia, condi¢cbes poés-operatérias para
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ingestao de alimentos e reparacéao tecidual. Os resultados mostraram que nas feridas
cirargicas onde foi aplicado N-butyl-2-cianocrilato ndo foram observados episédios
hemorragicos e houve rapidez na reepitelizacdo, bem como na resolucéo da resposta
inflamatoria. Os autores concluiram que N-butyl-2-cianocrilato € uma boa substancia
hemostéatica para cuidados de feridas cirdrgicas produzidas por bisturi convencional
em mucosa oral.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar o processo de reparacdo tecidual em borda lateral de lingua de
hamster apds exérese de lesdo, induzida quimicamente por oleato de
monoetanolamina 5% (Ethamolin®), tratada com bisturi convencional, bisturi elétrico
e radiacao laser de CO; e de Nd:YAG, por meio de analises clinica, histomorfologica

e estatistica da histomorfometria das fibras musculares esqueléticas.

3.2 Objetivos Especificos

a) avaliar clinicamente a evolucdo da reparacao tecidual em borda lateral de
lingua de hamster apds exérese de lesdo, induzida quimicamente por oleato de
monoetanolamina 5% (Ethamolin®), tratada com bisturi convencional, bisturi elétrico
e radiacao laser de CO; e de Nd:YAG;

b) avaliar as reacdes teciduais e a densidade de fibras musculares
esqueléticas na regido tratada nos diferentes grupos, mediante analises

histomorfoldgica e estatistica da histomorfometria, respectivamente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacao do Projeto de Pesquisa

O projeto desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa-
Local da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP sob nimero
021/2006, pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS) sob o numero
0089/06 e pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS sob o nimero 06/03494
(Anexos C, D e E, respectivamente).

4.2 Delineamento da Pesquisa

Esta pesquisa caracterizou-se por um estudo experimental, comparativo

entre grupos.

4.3 Caracterizacdo da Amostra

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizados 80 hamsteres sirios
dourados (Mesocricetus auratus), de ambos os sexos, com idade aproximada de oito
semanas e peso corporal entre 140 a 160 gramas. Os animais foram alojados no
Biotério da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos — UNESP e
mantidos sob as condi¢cdes ambientais, em salas n&o-climatizadas, providas de

exaustor de ar, os quais foram alimentados com racdo comercial e agua ad libitum.
4.4 Inducéo da Lesdo em Borda Lateral de Lingua
A lesdo em borda lateral da lingua, padronizada do lado esquerdo, foi

induzida quimicamente através de infiltracdo de solucdo aquosa de oleato de

monoetanolamina 5% (Ethamolin®, Zest Farmacéutica Ltda. Rio de Janeiro, RJ)
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administrada em dose Unica de 10mg/kg/vol. 0,2 ml. O oelato de monoetanolamina é
considerado um farmaco de acao esclerosante indicado no tratamento de pequenas
lesBes vasculares, tais como, hemangioma, varizes ou varicosidades, desde que nao
exista insuficiéncia vascular (MASAKI et al. 2002). Atuando na parede endotelial do
vaso sanguineo, onde produz uma resposta inflamatoria estéril, resultando em
fibrose da parede do vaso com possivel oclusdo deste.A substancia também se
difunde rapidamente pela parede do vaso causando um reacdo inflamatoria
extravascular (ZANETTINI et al, 2005).

Para o procedimento de indug&o, os animais foram anestesiados utilizando-
se injecdo intraperitonial de cloridrato de quetamina - (DOPALEN®, Agribrands do
Brasil Industria e comércio Ltda., Sdo Paulo, Brasil), anestésico de uso veterinario,
na dose de 25mg/kg e cloridrato de 2- (2,6- xilidino) — 5,6 dihidro-4H1,3 - tiazina
(ROMPUM®, Bayer S.A.-Satde Animal, S&o Paulo, Brasil), sedativo, analgésico e
relaxante muscular, na dose de 5mg/kg.

4.5 Procedimentos Cirurgicos

Decorrido periodo de 72 horas da inducdo da lesédo tecidual, esta, foi
observada clinicamente (fig. 2). Os animais foram divididos, aleatoriamente, em
quatro grupos de 20 animais cada, de acordo com o que segue:

Grupo Bisturi Convencional (BC) - Tratamento cirdrgico com bisturi

convencional.
Grupo Bisturi Elétrico (BE) - Tratamento cirargico com bisturi elétrico.

Grupo Radiacdo Laser de Di6xido de Carbono (CO;) - Vaporizagdo com

radiacéo laser de COa,.

Grupo Radiacdo Laser de Neodimio: itrio-Aluminio-Granada (Nd:YAG) -

Vaporizacdo com radiacéo laser de Nd:YAG.
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FIGURA 2: Lesdo em borda lateral esquerda da lingua, 72 horas poés-
infiltracdo de oleato de monoetanolamina 5%. (Ethamolin®). Fonte:
Elaborado pelo autor (2008).

Estabelecidos os grupos, os animais foram novamente anestesiados através
de injecéo intraperitoneal de cloridrato de quetamina - (DOPALEN®, Agribrands do
Brasil Industria e comércio Ltda., Sdo Paulo, Brasil), anestésico de uso veterinario,
na dose de 50mg/kg e cloridrato de 2- (2,6- xilidino) — 5,6 dihidro - 4H1,3 - tiazina
(ROMPUM®, Bayer S.A.-Satde Animal, Sdo Paulo, Brasil), sedativo, analgésico e
relaxante muscular, na dose de 10mg/kg. Imediatamente, foram realizados os

procedimentos de exérese da area lesionada.

GRUPO BC: ap6s a comprovacgdo da efetividade anestésica, tracionou-se a
lingua do animal com pinga clinica metalica e foi feita a remogéo da lesdo com
lamina de bisturi convencional nimero 15 (Solidor, Lamedid Com., Sao Paulo, SP)
(fig. 3a). Apés a exeérese, fez-se a lavagem do leito cirdrgico com solugéo estéril de
soro fisioldgico a 0,9% (cloreto de sédio (NaCl) a 0,9%, Laboratorio Sanobiol Ltda.
Pouso Alegre, MG, Brasil) e aproximacao das bordas cirargicas por meio de sutura

simples com fio de seda 4-0 (Ethicon®, Johnson & Johnson, S&o Paulo, SP, Brasil).

GRUPO BE: seguiu-se a mesma sequéncia dos procedimentos pré-
operatorios do grupo BC e a remocéao da leséo foi realizada utilizando-se aparelho de
bisturi elétrico (BM-560, Medical Cirargica Ltda. Sado Paulo, SP, Brasil), poténcia de 4
Watts, em modo corte (fig. 3b).

GRUPO CO,: seguiu-se a mesma sequéncia dos procedimentos pré-
operatorios do grupo BC, a exérese da lesdo foi realizada utilizando-se aparelho
emissor de radiacdo laser de CO, (Sharplan 15F, Israel/ FAPESP — Processo
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97/07645-2), foco de 0.8 mm e poténcia de 4 Watts, em modo continuo e sem contato
(fig. 3c).

GRUPO Nd:YAG: seguiu-se a mesma sequéncia dos procedimentos pré-
operatorios do grupo BC, a remocéo da lesdo foi realizada utilizando-se aparelho
emissor de radiacao laser de Nd:YAG Pulse Master 600IQ® (Dental Laser System,
American Dental Technologies Inc. Michigan, USA), 30 Hz, 200 mJ/Hz e poténcia de
6 Watts, entregue por meio de fibra 6ptica de 300 um (0,3mm), em modo continuo e
com contato (fig. 3d).

(@)

FIGURA 3: Aspecto clinico dos quatro grupos experimentais imediatamente apds exérese da
lesdo: grupo bisturi convencional (a); grupo bisturi elétrico (b); grupo radiacéo laser de CO,
(c); grupo radiacao laser de Nd:YAG (d). Fonte: Elaborado pelo autor (2008).
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As cirurgias propostas a cada grupo foram realizadas no mesmo dia e pelo

mesmo profissional.

Durante os procedimentos foram seguidas as medidas de seguranca para
utilizacdo dos aparelhos, ressaltando o uso de o6culos de protecéo, luvas para o
operador e demais pessoas envolvidas diretamente no ato de irradiacdo, além de
aspiragao constante da “nuvem de fumaga” (Surgifresh — Texas, E.U.A.).

Foram realizados os seguintes cuidados pos-operatorios:

1. Terapéutica medicamentosa: Nas primeiras 24 horas foi realizada
administracdo de droga analgésica, por via oral, aos animais, cuja concentracado foi
de 200 mg/ml de paracetamol administradas na dose de 0,15 mg/Kg por meio de 07
gotas/300 ml da agua ad libitum.

2. Distribuicdo dos animais em gaiolas: Os animais foram distribuidos em
gaiolas, identificados os quatro grupos experimentais, permanecendo, no maximo,

cinco animais em cada gaiola.

4.6 Periodos de Observacao

Decorridos sete, 14, 21 e 28 dias de pds-operatorio, foi realizada eutanasia,
por overdose do anestésico utilizado, a cinco animais de cada grupo. As pecas
anatdbmicas foram removidas em bloco, fixadas em formol a 10% por 72 horas,
submetidas ao processamento histolégico de rotina e, posteriormente, foram

realizadas as analises histomorfoldgica e estatistica da histomorfometria.

4.7 Analise Clinica

Os sinais clinicos da regido tratada em lingua, tais como: coloracao, textura,

presenca de sangramento e/ou Ulceras, presenca ou nao de sinais infecciosos e
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inflamatérios foram documentados com o auxilio de uma maquina fotogréfica
(DENTAL EYE I, Yashica, Kyocera Corp., Toquio, Japao) durante todos os periodos

de observacédo dos grupos estudados.

4.8 Anédlise Histomorfologica e Histomorfométrica

4.8.1 Preparo dos Espécimes para a Anélise Histomorfoldgica e Histomorfométrica

As pecas foram processadas e incluidas em parafina. Nesta, foram
realizados cortes semi-seriados em um microtomo (Leica RM2255, Nussloch
GmbH), no sentido transversal, com 5 um de espessura, dos quais obtiveram-se 10
laminas, com aproximadamente seis cortes cada, as mesmas foram coradas com a

técnica hematoxilina-eosina (HE) e analisadas por microscopia de luz.

4.8.2 Analise Histomorfologica

Por meio das laminas obtidas foi realizada a descricdo do aspecto
histolmorfoogico das pecas cirurgicas, levando-se em consideracdo a evolucao do
processo de reparacao tecidual, as células envolvidas e as fibras musculares
esqueléticas. As laminas foram analisadas por um microscopio de luz (Axioskop
40®, Carl Zeiss, Alemanha) sendo utilizadas as objetivas 5x, 10x, 20x e 40x/0,63
(ACHROPLAN®, Carl Zeiss) e a ocular 10x (W-PI, Carl Zeiss).
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4.8.3 Anéalise Histomorfométrica

Para a realizacdo da analise histomorfométrica, foi utilizado o método
estereoldgico (GOMES et al.,, 2002) que consiste em determinar parametros
quantitativos tridimensionais de estruturas anatdmicas a partir de cortes histoldgicos
através da geometria e estatistica. Os métodos estereoldgicos se baseiam em
principios geomeétrico-estatisticos, derivados da probabilidade de que as imagens
dos perfis da estrutura na seccdo histoldégica coincidam com um sistema-teste
apropriado. Deste modo, a caracteristica principal nesses métodos estd na
casualizacdo das amostras, eliminando a ocorréncia de vicio na amostragem. Esse
método € realizado por meio da aplicacdo de procedimentos de escolha aleat6ria em
todos os estagios do experimento, tais como: selecao dos animais, dos blocos
histoldgicos, das laminas histoldgicas, dos cortes e dos campos microscopicos.

A partir das 10 laminas obtidas, trés foram separadas para andlise

histomorfométrica.

Para o procedimento de histomorfometria da densidade das fibras
musculares esqueléticas, a partir das trés laminas separadas, em cada uma, foram
captados trés campos histolégicos subjacentes a area da exérese da lesao (C1, C2,
C3) (fig. 4), sendo adquiridas imagens de 9 campos por animal, totalizando 720
campos, os quais foram quantificados (area de cada campo histolégco equivale a
14.275,18 pm?). Todos os campos histolégicos foram captados por um sistema
digital composto por um microscopio de luz (Axioskop 40®, Carl Zeiss, Alemanha)
sendo utilizada a objetiva 40x/0,63 (ACHROPLAN®, Carl Zeiss) e a ocular 10x (W-
Pl, Carl Zeiss) e por uma camera digital (AxioCam MR5®, Carl Zeiss, Alemanha)
conectada a um computador (Fujitsu Siemens computers®, Intel®, Windows XP
Professional®) com programa digital AxioVision Release 4.6® (Carl Zeiss,
Alemanha, versao 2007) instalados no laboratério de Histomorfometria e Informatica
do CEBAPE/ Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos - UNESP. As
imagens foram adquiridas em formato Zeiss Vision Image (zvi). Este programa
permitiu delimitar e quantificar, em pixels, a densidade das fibras musculares

esqueléticas selecionadas, utilizando-se ferramenta propria do programa, sendo as
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areas identificadas e quantificadas automaticamente, cujo resultado foi expresso em

pm?.

FIGURA 4 - Localizacdo dos campos utilizados para
guantificacdo das fibras musculares esqueléticas (C1, C2 e C3).
Aumento original 50x. Fonte: Elaborado pelo autor (2008).

4.9 Andlise Estatistica dos Resultados

Os dados obtidos por meio da histomorfometria das fibras musculares
esqueléticas (um?) foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida pelo teste de Comparacdes Mdltiplas de Tukey (GraphPad Prisma® versao
4.02, GraphPad Software, San Diego, California, USA). Foram considerados
estatisticamente significantes os valores de p menores que 0,05 (*p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise Clinica

Os achados clinicos mais frequientes observados nos espécimes foram

analisados em conjunto dentro de cada periodo considerado no experimento.

5.1.1 Pés-operatério de Sete Dias

No grupo BC observou-se area de reparacdo com aspecto hiperemiado,
superficie irregular no local da sutura e aparente inicio de formacéo cicatricial. Foi

observado, ainda, discreto sangramento devido a remocao da sutura (fig. 5a).

A area de reparacao tecidual no grupo BE mostrou auséncia de sangramento
e com visivel contracdo da ferida (fig.5b).

No grupo radiagéo laser de CO, verificou-se presenca de Ulcera na superficie
da area irradiada (fig. 5¢). O grupo radiacdo laser de Nd:YAG apresentou aspecto
de normalidade em relacéo a coloracdo e a textura da superficie da area tratada (fig.
5d).

Foi observada presenca de edema nos espécimes dos quatro grupos

experimentais.
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FIGURA 5 — Aspecto clinico da regido da lingua no periodo pos-operatorio de sete dias
dos grupos: BC (a), BE (b), radiacédo laser de CO, (c) e radiacéo laser de Nd:YAG (d).
Fonte: Elaborado pelo autor (2008).

5.1.2 Pés-operatério de 14 Dias

No grupo BC a area da reparacédo se mostrou com aspecto de normalidade.
Entretanto, em alguns animais observou-se discreto sangramento (fig. 6a).

Notou-se retracdo da ferida pos-operatéria no grupo BE, porém a mucosa
mostrou-se com textura e colora¢do normais (fig. 6b).

No grupo radiacéo laser de CO, a superficie da area vaporizada mostrou-se
com aspecto de normalidade em relagcédo a textura e coloracéo (fig. 6¢). Em alguns
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espécimes do grupo radiacdo laser de Nd:YAG foi observada area de depressao
tecidual na regido central da area tratada (fig. 6d).

FIGURA 6 — Aspecto clinico da regido da lingua no periodo p6s-operatorio de 14 dias dos
grupos: BC (a), BE (b), radiacdo laser de CO, (c) e radiacéo laser de Nd:YAG (d). Fonte:
Elaborado pelo autor (2008).

5.1.3 Pos-operatorio de 21 Dias

Nos grupos BC e BE a area tratada apresentou-se com colora¢do normal
em toda a sua extenséo (figs. 7a e 7b, respectivamente). Em ambos os grupos foi
observada perda significativa de tecido lingual.
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A reparacao tecidual na area vaporizada nos grupos radiacdo laser de CO; e
de Nd:YAG mostrou-se com aspecto e coloracdo normais (figs. 7c e 7d,
respectivamente). Em ambos os grupos foi observada perda significativa de tecido

lingual.

FIGURA 7 — Aspecto clinico da regido da lingua no periodo pés-operatério de 21 dias dos
grupos: BC (a), BE (b), radiacdo laser de CO, (c) e radiacao laser de Nd:YAG (d). Fonte:
Elaborado pelo autor (2008).

5.1.4 Po6s-operatorio de 28 Dias

Nos grupos BC e BE a area tratada mostrou-se totalmente reparada, porém, no

primeiro, evidenciou-se pequena formacéo cicatricial, sobretudo na regido de sutura.
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Em ambos os grupos, a superficie da area de reparacdo apresentou-se com aspecto
liso e brilhante e com coloracdo résea; verificou-se, ainda, discreta presenca de
papilas linguais na superficie dorsal (figs. 8a e 8b, respectivamente).

Tanto no grupo radiacao laser de CO,, quanto no radiacéo laser de Nd:YAG a
area vaporizada mostrou-se completamente reparada (figs. 8c e 8d,
respectivamente). O atraso na reparacdo observado nos periodos anteriores,
quando comparado ao grupo bisturi convencional, mostrou-se sem significancia
clinica. Entretanto, no grupo radiacdo laser de Nd: YAG foi observada pequena

depresséao central na area vaporizada.

Apesar da perda tecidual significativa observada na lingua de todos os
espécimes dos grupos experimentais, nao foi constatado comprometimento

funcional.

FIGURA 8 — Aspecto clinico da regido da lingua no periodo pos-operatorio de 28 dias dos
grupos: BC (a), BE (b), radiagéo laser de CO, (c) e radiacdo laser de Nd:YAG (d). Fonte:
Elaborado pelo autor (2008).
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5.2 Andlise Histomorfologica

5.2.1 Lingua Normal

Na analise histomorfolégica de um corte transversal de fragmento da
lingua normal de hamster, em nivel de terco médio, foram considerados trés
aspectos histolégicos, compostos por mucosa bucal (epitélio e lamina prépria),
plano muscular e, eventualmente, tecido glandular. O fragmento mostrou-se
revestido por epitélio pavimentoso estratificado ortoqueratinizado com a camada
de queratina bem desenvolvida, principalmente em sua superficie superior ou
dorsal. Nesta superficie, observou-se presenca de indmeras papilas,
predominantemente filiformes, definidas pela evaginacdo da mucosa na
superficie dorsal. Verificou-se que a superficie inferior ou ventral apresentava-se
lisa, exibindo epitélio delgado, composto por 5 a 6 camadas de células e, a sua
camada basal, mostrou-se duplicada em algumas regides. Detectou-se,
também, que as projecdes epiteliais da superficie ventral, em dire¢do ao tecido
conjuntivo, apresentaram-se mais curtas e largas, quando comparadas com o
epitélio da superficie dorsal. A lamina prépria apresentou espessura fina e
constituida por tecido conjuntivo frouxo, exibindo numerosos capilares
sanguineos de pequeno calibre, distribuidos aleatoriamente. Observou-se que a
massa muscular era predominante e composta por feixes de fibras musculares
esqueléticas, permeadas por feixes de fibras nervosas e vasos sanguineos de
médio e grande calibres, mais freqiientes na regido ventral. Os feixes
musculares encontravam-se dispostos perpendicularmente nas extremidades e,

longitudinalmente, na por¢do mediana da lingua (fig. 9).



FIGURA 9 - Llngua normal Fotomlcrograflas exibindo |magem de corte
transversal de fragmento de lingua normal de hamster (a); aspecto do epitélio
pavimentoso estratificado ortoqueratinizado da superficie superior ou dorsal (b) e
inferior ou ventral (c); vasos sanguineos de grande calibre e feixes nervosos,
localizados na regido ventral da lingua (d). [H.E., aumento original: 50x, 100x e
200x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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5.2.2 Lingua Lesada — Oleato de Monoetanolamina 5% (Ethamolin®)

O fragmento de lingua, decorridos trés dias da administracdo do oleato de
monoetanolamina 5% (Ethamolin®), apresentou extensas areas de necrose do tipo
coagulacéo, tanto na profundidade quanto na extremidade. Além disso, verificou-se
a presenca de col6nias bacterianas, principalmente, na superficie da lesdo, bem
como a substituicdo do tecido muscular por tecido conjuntivo, intensamente
celularizado e vascularizado e, também, tecido de granulacdo. A porcao central
mostrou-se mais comprometida do que a periferia e se observou presenca de
intenso infiltrado de células inflamatorias, predominantemente, polimorfonucleares,
bem como intensa vascularizagdo e areas difusas de hemorragia intersticial. O
revestimento epitelial mostrou-se descontinuo e exibia epitélio paraqueratinizado
com acantose, espongiose e degeneracao hidrépica em algumas regides, tendo sido

evidenciados, também, pigmentos de hemossiderina (fig. 10).

Os achados histolégicos mais freqlentes observados nos espécimes
foram analisados em conjunto dentro de cada periodo considerado no
experimento. Na descricdo dos achados microscépicos, procurou-se ressaltar as

diferencas entre os grupos BC, BE, CO, e Nd:YAG.



FIGURA 10 — Fotomicrografias exibindo imagem de corte transversal de
fragmento de lingua com lesdo provocada pelo oleato de monoetanolamina
(Ethamolin®). Substituicio de tecido muscular por tecido conjuntivo bem
celularizado com intenso infiltrado inflamatério; extensa solu¢do de
continuidade e remanescentes de fibras musculares permeadas por tecido
conjuntivo (a); extensas areas de necrose tecidual do tipo coagulacao (seta
azul) e pigmentos de hemossiderina (setas pretas) na por¢cdo mediana do
fragmento (b e c). [H.E., aumento original: 100x e 200x]. Fonte: UNESP/
FOSJC (2008).
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5.2.3 Pads-operatério de Sete Dias

Grupo BC: Neste grupo observou-se a ocorréncia de perdas teciduais e,
consequentemente, a alteracdo na histomorfologia da estrutura original. Em algumas
regides, verificou-se a substituicdo de tecido muscular por tecido conjuntivo na
porcdo mediana do fragmento, que se mostrou ricamente celularizado e
vascularizado, tendo sido evidenciado, também, intenso infiltrado de células
inflamatdrias, predominantemente, mononucleares. Além disso, constatou-se a
perda de continuidade do revestimento epitelial, bem como necrose tecidual na
superficie do fragmento. Verificou-se que os feixes de fibras musculares
encontravam-se organizados, assim como havia boa preservacdo de feixes
nervosos. A lamina prépria apresentou numerosos vasos sanglineos congestos, de
pequeno e médio calibre, também, edema e infiltrado de células inflamatérias

mononucleares (fig. 11).

Grupo BE: Na andlise deste grupo, observou-se que houve perda significativa
de tecidos e, consequentemente, a alteracdo morfolégica da lingua. Na area de
exérese, notou-se tecido necrético, do tipo coagulacdo e, na subjacente, substituicdo
de tecido muscular por tecido conjuntivo bem celularizado e, ainda, por extensas
areas de aspecto hialino em alguns cortes histolégicos. O tecido conjuntivo mostrou-
se desorganizado, ricamente celularizado e vascularizado, tendo apresentado
intenso infiltrado de células inflamatérias, predominantemente, mononucleares.
Nesta mesma regido, verificou-se a presenca de fibras musculares em processo de
degeneracéo, localizadas nas adjacéncias das areas hialinas. Em algumas regides,
notou-se o0 aumento da espessura da lamina prépria, bem como degeneracao
hidrépica e exocitose. Em alguns animais, os feixes nervosos, arteriolas e vénulas,
localizados principalmente na face ventral da lingua, apresentaram-se integros (fig.
12).



FIGURA 11 - Grupo BC. Sete dias pOs-operatério. Fotomicrografias
exibindo imagem de corte transversal de fragmento de lingua tratada com
bisturi convencional (a); fibras musculares esqueléticas isoladas permeadas
por tecido conjuntivo bem celularizado (b); intensa vascularizacdo na extensao
da lamina propria (c) e vasos sangiiineos congestos de diferentes calibres
subjacentes ao epitélio (d). [H.E., aumento original: 50x, 100x e 200x]. Fonte:
UNESP/ FOSJC (2008).
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FIGURA 12 — Grupo BE. Sete dias pds-operatério. Fotomicrografias exibindo
imagem de corte transversal de fragmento de lingua tratada com bisturi elétrico
(a); substituicdo do tecido muscular por tecido conjuntivo frouxo ricamente
celularizado e vascularizado (b); fibras musculares em processo de
degeneracdo (%) (c); extensas areas de hialinizacdo (%) (e). [H.E., aumento
original: 50x, 200x e 400x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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Grupo CO3: Verificou-se perda morfolégica da lingua. Na regido da exérese,
extensa area ulcerada e recoberta por membrana serofibrinosa, associada ou ndo a
colénias bacterianas. O epitélio de revestimento, adjacente a lesdo, exibiu acantose,
degeneracéo hidropica e exocitose. Subjacente a esta regido, evidenciou-se tecido
conjuntivo ricamente celular e organizado, que mostrou numMerosos vasos
sanglineos congestos de médio a grande calibres, difusamente distribuidos. Além
disso, observou-se intenso infiltrado de células inflamatdrias polimorfonucleares e
mononucleares na superficie e em regido profunda do fragmento, respectivamente.
Células gigantes foram também observadas, principalmente, nas adjacéncias dos
pigmentos de hemossiderina. Este tecido estendeu-se da extremidade para a por¢cao
mediana, substituindo o tecido muscular pré-existente. Em algumas areas, ocorreu a
presenca de fibras musculares esqueléticas em processo de degeneracao. Focos de
areas hialinas e feixes nervosos preservados completaram o quadro histologico (fig.
13).

Grupo Nd:YAG: Neste grupo, observou-se perda significativa da arquitetura
morfolégica da lingua. Encontrou-se extensa area ulcerada em uma das
extremidades do fragmento, a qual estava totalmente recoberta por uma espessa
camada de material amorfo, de aspecto hialino, promovendo um efeito de barreira
biolégica. Em alguns animais, notou-se uma variacdo na quantidade de colbénias
bacterianas na superficie do fragmento. Este material também foi localizado nas
adjacéncias da superficie e se encontrava permeado por tecido conjuntivo do tipo
reacional. Verificou-se, também, substituicdo do tecido muscular por tecido
conjuntivo frouxo, bem celularizado e rico em vasos sanglineos congestos e, ainda,
a presenca de fibras musculares em processo de degeneracdo localizadas nas
areas adjacentes deste tecido conjuntivo. Além disso, este tecido exibiu intenso
infiltrado de células inflamatorias polimorfonucleares e mononucleares. Alguns feixes
nervosos mostraram-se comprometidos com o processo inflamatério, porém nao
foram observados sinais significativos de degeneracdo desta estrutura. Nas &reas
com solucdo de continuidade, principalmente proximas a regido da leséo, notou-se
que o epitélio apresentou acantose, alongamento das projecdes epiteliais,

degeneracédo hidropica e exocitose (fig. 14).



FIGURA 13 - Grupo CO,. Sete dias poés-operatorio. Fotomicrografias
exibindo imagem de corte transversal de fragmento de lingua tratada com
radiacdo laser de CO, (a); substituicdo do tecido muscular por tecido
conjuntivo ricamente vascularizado e com severo infitrado de células
inflamatdrias (b); superficie ulcerada recoberta por membrana serofibrinosa
(c); preservacdo de feixes nervosos (d); células gigantes multinucleadas
(setas), préximas a areas de pigmento de hemossiderina (e). [H.E., aumento
original: 50x,100x, 200x e 400x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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exibindo imagem de corte transversal de fragmento de lingua tratada com
radiacdo laser de Nd:YAG (a); superficie ulcerada recoberta por espessa
camada de material amorfo de aspecto hialino (%), associado a colbénias
bacterianas e células inflamatoérias (b); material hialino (%) permeado por
tecido conjuntivo frouxo com intensa vascularizacdo e bem celularizado (c).
[H.E., aumento original: 50x e 200x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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5.2.4 P@s-operatorio de 14 Dias

Grupo BC: O fragmento de lingua mostrou tecido conjuntivo substituindo o
tecido muscular pré-existente na area da exérese e se estendendo para a porgéo
mediana desta estrutura. Neste periodo de analise, encontrou-se este tecido mais
organizado, se comparado com o verificado no periodo anterior, pois apresentou
intensa celularidade, numerosos vasos sangiineos, bem como moderado infiltrado
de células inflamatérias, predominantemente, mononucleares. Além disso,
permeadas neste tecido, observaram-se fibras musculares neoformadas, atroficas,
localizadas, principalmente, nas adjacéncias da porcdo mediana e distribuidas de
forma desorganizada. Foi observada reepitelizacdo na area lesada, porém sem

evidéncia de formacao de papilas linguais na superficie superior (dorsal) (fig. 16).

Grupo BE: Na regido de exérese, 0 processo de reparacdo apresentou-se
extenso. O tecido conjuntivo, substituindo o tecido muscular lesado, mostrou-se
ricamente celular, com numerosos vasos sanguineos, bem como apresentou focos
de abscesso em alguns fragmentos. Observou-se que este tecido estava ainda
desorganizado e permeado com alguns remanescentes de fibras musculares
atroficas e em processo de degeneracdo. Areas hialinas também foram evidenciadas
nas adjacéncias da superficie. O epitélio neoformado na superficie superior
apresentou auséncia de papilas linguais. Além disso, houve repovoamento de fibras
musculares, distribuidas aleatoriamente, em toda a regido do processo de reparo,

entretanto, estas fibras mostraram-se atroficas, com arranjos irregulares (fig. 17).



FIGURA 15 - Grupo BC. 14 dias pOs-operatorio. Fotomicrografias exibindo
imagem de corte transversal de fragmento de lingua tratada com bisturi
convencional (a); fibras musculares neoformadas permeadas por tecido conjuntivo
(%), bem celular e vascularizado (b). [H.E., aumento original: 50x e 200x]. Fonte:
UNESP/ FOSJC (2008).
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FIGURA 16 - Grupo BE. 14 dias pés-operatério. Fotomicrografias exibindo
imagem de corte transversal da lingua tratada com bisturi elétrico (a); area de
abscedacgdo (seta)(b); intensa desorganizacdo tecidual (c); fibras musculares
permeadas por tecido conjuntivo (d) e em processo de degeneragdo (setas) (e).
[H.E., aumento original: 50x, 100x e 200x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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Grupo CO,: No fragmento de lingua notou-se extensa area ulcerada
recoberta por material amorfo de aspecto hialino, associado a colonias bacterianas,
em algumas regides. Reepitelizacdo na area ulcerada mostrou-se bem evidenciada.
Em um dos fragmentos, foi observada severa atipia epitelial, apresentando
pleomorfismo celular, perda de relagdo nucleo e citoplasma, hipercromatismo
celular, queratinizacdo intra-epitelial, camada basal duplicada e perda da
estratificacdo epitelial. Verificou-se extensa area de tecido conjuntivo bem
celularizado, vascularizado e organizado, com um difuso infitrado de células
inflamat6rias mononucleares. Este tecido estendeu-se da superficie para a por¢cao
mediana do fragmento e, concomitantemente, substituiu o tecido muscular nos
planos profundos. Além disso, notou-se a presenca de fibras musculares
neoformadas, distribuidas aleatoriamente e feixes musculares remanescentes em
processo de degeneracao localizados nas adjacéncias da regido onde se realizou a

exérese (figs. 17 e 18).

Grupo Nd:YAG: A estrutura morfolégica do material em analise nesta periodo
mostrou-se alterada. Foi observada a substituicdo dos planos musculares superficial
e profundo, até a regido mediana do fragmento, por tecido conjuntivo. Este tecido
apresentou-se organizado, ricamente celular, com numerosos capilares sangiineos
de limen amplo. Observou-se, também, difuso infiltrado de células inflamatérias
mononucleares, bem como a presenca de fibras musculares neoformadas,
distribuidas aleatoriamente, povoando este tecido. Nas adjacéncias da regido
lesada, encontraram-se alguns remanescentes de fibras musculares em processo de
degeneracdo. O epitélio neoformado da superficie superior, localizado na regido de
processo de reparo, apresentou-se pavimentoso estratificado ortoqueratinizado, com

auséncia de papilas linguais (fig. 19).
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FIGURA 17 — Grupo CO,. 14 dias p6s-operatério. Fotomicrografias exibindo imagem
de corte transversal de fragmento de lingua tratada com radiacéo laser de CO, (a);
fibras musculares (setas) permeadas por tecido conjuntivo bem celularizado (b) e
vascularizado, subjacente a camada hialina (seta) (c). [H.E., aumento original: 50x,
200x e 100x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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FIGURA 18 - Grupo CO,. 14 dias p6s-operatdrio. Fotomicrografias exibindo
imagem de corte transversal de fragmento de lingua tratada com radiacao laser de
CO, (a); fibras musculares neoformadas atroficas, distribuidas irregularmente (b),
fiboras musculares remanescentes em processo de degeneracdo (c);superficie
ulcerada recoberta por material amorfo de aspecto hialino, associada a colbnias
bacterianas e células inflamatodrias; epitélio exibindo atipia celular (d). [H.E.,
aumento original: 50x, 200x e 200x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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FIGURA 19 - Grupo Nd:YAG. 14 dias pOs-operatério. Fotomicrografias exibindo
imagem transversal de fragmento de lingua tratada com radiacéo laser de Nd:YAG (a);
fibras musculares neoformadas (%) em permeio de tecido conjuntivo ricamente celular
(b); fibras musculares em processo de degeneracdo, localizadas nas adjacéncias da
regido de exérese (c). [H.E., aumento original: 50x, 200x e 400x]. Fonte: UNESP/ FOSJC
(2008).
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5.2.5 Pd@s-operatorio de 21 Dias

Grupo BC: O fragmento apresentou, neste periodo, arquitetura morfologica e
estrutural da lingua modificada, se relacionada aos aspectos normais. Desta
maneira, observou-se aumento de fibras musculares esqueléticas neoformadas na
regido da exérese. Estas fibras encontraram-se permeadas por tecido conjuntivo
frouxo, ora distribuidas irregularmente, ora dispostas em feixes. Apesar deste tecido
conjuntivo ser, predominantemente, celular, constatou-se expressiva presenca de
fibras colagenas com arranjo irregular. Além disso, notou-se moderado infiltrado de
células inflamatérias mononucleares. Na regido tratada, a superficie mostrou-se
totalmente recoberta por epitélio pavimentoso estratificado ortoqueratinizado, com
formacdo de papilas linguais na superficie superior e presenca de acantose em
algumas é&reas. A desorganizacao tecidual (tecido conjuntivo e fibras musculares
neoformadas) mostrou-se mais acentuada na por¢cdo mediana do que na regido de

superficie desta estrutura (fig. 20).

Grupo BE: Neste periodo, observou-se perda significativa da arquitetura
morfolégica da lingua. Na regido tratada, notou-se a presenca de alguns feixes
musculares atréficos e numerosas fibras musculares esqueléticas neoformadas,
distribuidas aleatoriamente, ambos permeados por tecido conjuntivo frouxo. O
arranjo do conjunto mostrou intensa desorganizacao tecidual. O tecido conjuntivo
apresentou pouca celularidade e vascularizacdo, bem como discreto e difuso
infiltrado de células inflamatérias mononucleares. A reepitelizacdo foi completa na
regido tratada, entretanto se observou auséncia de papilas linguais na superficie

superior (fig. 21).



FIGURA 20 - Grupo BC. 21 dias pOs-operatorio. Fotomicrografias exibindo
alteracdo da arquitetura morfolégica e estrutural da lingua (a); desorganizacao
tecidual (%) (b). [H.E., aumento original: 50x e 200x]. Fonte: UNESP/ FOSJC
(2008).
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FIGURA 21 - Grupo BE. 21 dias pdés-operatério. Fotomicrografias exibindo
alteracdo da arquitetura morfolégica da lingua (a); atrofia de feixes musculares
(%), permeados por tecido conjuntivo frouxo e localizados subjacente ao epitélio
da superficie superior (b). [H.E., aumento original: 50x e 100x]. Fonte: UNESP/
FOSJC (2008).
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Grupo CO, A regido tratada mostrou numerosas fibras musculares
esqueléticas neoformadas, permeadas por tecido conjuntivo bem celularizado, que
estavam ora dispostas em feixes, ora distribuidas paralelamente entre si. Estas
fiboras eram atréficas e de aspecto uniforme, repovoando o tecido conjuntivo e
direcionando-se da por¢cdo mediana para a superficie. Observou-se reepitelizacao
total desta area, com auséncia de papilas linguais (papilas filiformes) na superficie
dorsal. Em relacéo ao tecido muscular, o tecido conjuntivo mostrou-se predominante
e estava organizado na por¢cdo mediana e desorganizado na regido de superficie do
fragmento. Constatou-se, ainda, a presenca de células inflamat6rias mononucleares

na regiao tratada (fig. 22).

Grupo Nd:YAG: A regido tratada mostrou predominancia de fibras
musculares neoformadas, dispostas tanto de forma organizada, quanto
desorganizada. Além disso, notou-se a presenca de algumas fibras musculares
neoformadas isoladas, permeadas por tecido conjuntivo bem celularizado.
Observou-se, também, que a disposicdo dos feixes musculares neoformados
encontrava-se em fase de organizacéo, caracterizando a dinamica do processo de
reparacdo, bem como foram encontradas poucas evidéncias de alteracdes
estruturais destas fibras. Houve completa reepitelizagdo com raras alteragOes
epiteliais, dentre estas, verificaram-se areas de atipia exibindo perda de

estratificacdo celular, pleomorfismo celular e duplicacdo da camada basal (fig. 23).
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FIGURA 22 - Grupo CO,. 21 dias pOs-operatério. Fotomicrografias exibindo alteragéo
da arquitetura morfol6gica da lingua ap6s a exérese da lesdo com radiacéo de laser CO,
(a); fibras musculares atréficas, permeadas por tecido conjuntivo frouxo, direcionando-se

da porcdo mediana para a superficie desta estrutura (b). [H.E., aumento original: 50x e
100x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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FIGURA 23 - Grupo Nd:YAG. 21 dias poés-operatorio. Fotomicrografias exibindo
alteracdo da arquitetura morfol6gica da lingua, apds a exérese da lesdo com radiacao
de laser Nd:YAG (a); fibras musculares neoformadas em organizagdo (%) (b); atipia
epitelial (seta) exibindo perda de estratificacdo celular e relagdo nucleo e citoplasma,
bem como pleomorfismo celular em um dos fragmentos de lingua (c). [H.E., aumento
original: 50x. 100x e 200x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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5.2.6 PoOs-operatorio de 28 Dias

Grupo BC: Neste periodo, a arquitetura morfolégica da lingua mostrou-se
modificada, entretanto houve a preservacao da arquitetura estrutural deste 6rgéo.
Os feixes musculares apresentaram-se numerosos e mais organizados. Foi
observado, escasso tecido conjuntivo fibroso permeando os feixes musculares

neoformados e evidenciadas raras células inflamatdrias mononucleares (fig. 24).

Grupo BE: Observou-se perda significativa da estrutura da lingua. Na regido
tratada, notaram-se alguns feixes musculares atroficos e algumas fibras musculares
esqueléticas neoformadas, dispostas em grupos isolados e permeadas por tecido
conjuntivo, rico em fibras coldgenas. O aspecto desorganizado dos componentes
teciduais permaneceu neste periodo. Houve, ainda, predominancia de tecido
conjuntivo em relacdo as fibras musculares neoformadas, bem como presenca de
discreto infiltrado de células inflamatorias mononucleares, assim como o0

restabelecimento das papilas linguais na superficie superior (fig. 25).
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FIGURA 24 - Grupo BC. 28 dias p0Os-operatorio. Fotomicrografias exibindo
alteracdo da arquitetura morfologica da lingua (a); feixes musculares organizados
e presenca de tecido conjuntivo fibroso (setas) (b). [H.E., aumento original: 50x e
200x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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alteracao da arquitetura morfologica da lingua (a); feixes musculares atroficos,
permeados por tecido conjuntivo fibroso (%) (b). [H.E., aumento original: 50x e
200x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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Grupo COy: Tanto a arquitetura estrutural, quanto a morfologica da lingua
apresentaram-se modificadas. Na regido tratada, observou-se predominéncia de
tecido conjuntivo bem celularizado, entremeando fibras musculares esqueléticas
neoformadas, que se apresentaram isoladas e, esporadicamente, dispostas em
feixes, na maioria dos fragmentos de lingua analisados. Além disso, algumas fibras
musculares neoformadas apresentaram expressivas alteragcdes estruturais, tais
como: nucleos centrais e hipertrofia das fibras. Notou-se, também, presenca de
moderado infiltrado de células inflamat6rias mononucleares, principalmente, na
regido de superficie do fragmento. Em alguns cortes histolégicos, evidenciaram-se
remanescentes de material hialino, em processo de degradacédo, localizados
subjacentes ao epitélio pavimentoso estratificado ortoqueratinizado, com
degeneracdo hidrépica e exocitose, circundados por tecido conjuntivo. Este tecido
apresentou infiltrado de células inflamatérias, predominantemente,
polimorfonucleares e mostrou-se ricamente vascularizado. Acréscimo de papilas
linguais (filiformes) na superficie superior, bem como alongamento das projecdes

epiteliais e areas de acantose, completaram o quadro histologico (fig. 26).

Grupo Nd:YAG: Verificou-se alteracao da arquitetura morfolégica do 6rgéo e
moderada alteracdo estrutural. Os cortes histoldgicos evidenciaram predominancia
de fibras musculares neoformadas, as quais se mostraram mais organizadas na
porcdo mediana, enquanto que, na superficie, essas fibras distribuiram-se
isoladamente, direcionando-se perpendicularmente para a regido superficial do
fragmento, permeadas por tecido conjuntivo rico em fibras coldgenas. Raras células
inflamatdrias foram constatadas, assim como houve auséncia de material hialino nos
cortes histolégicos analisados. A regido tratada apresentou pouca formacdo de

papilas linguais e alongamento das cristas epiteliais em algumas areas (fig. 27).



alteracdo da arquitetura anatémica da lingua (a); feixes musculares permeados
por tecido conjuntivo celularizado (b); fibras musculares esqueléticas, dispostas
isoladamente e em feixes (%) permeadas por tecido conjuntivo (c); fibras
musculares neoformadas apresentando nucleos centrais (setas azuis) e
hipertrofia (setas pretas) (d); material hialino (seta), em processo de degradacéo,
localizado subjacente ao epitélio pavimentoso estratificado ortoqueratinizado,
circundado por tecido conjuntivo celularizado, ricamente vascularizado [H.E.,
aumento original: 50x, 100x, 200x e 400x]. Fonte: UNESP/ FOSJC (2008).
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FIGURA 27 - Grupo Nd:YAG. 28 dias po6s-operatorio.
Fotomicrografias exibindo alteracdo da arquitetura morfolégica da
lingua (a); fibras musculares esqueléticas, distribuidas isoladamente e
permeadas por tecido conjuntivo rico em fibras coldgenas na regido
superficial (b). [H.E., aumento original: 50x e 100x]. Fonte: UNESP/

FOSJC (2008).
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5.3 Anélise Estatistica da Histomorfometria

Os dados obtidos da histomorfometria da densidade das fibras musculares
esqueléticas (um?) realizada na area subjacente & exérese de lesdo quimicamente
induzida em borda lateral de lingua de hamster nos periodos propostos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de
Comparactes Mudltiplas de Tukey. Os valores encontrados mostram-se computados
nas Tabelas 1, 2 e 3 e representados nos Graficos 1 e 2. Todos os valores foram
expressos por média e erro padréo da média (EPM) e o nivel de significancia
adotado foi p<0,05.

Para facilitar a interpretacdo dos resultados, os grupos experimentais foram
representados por letras (BC, BE, CO, e Nd:YAG) seguidas dos numeros 7, 14,21 e
28 correspondentes aos periodos de observacdo (sete dias,14 dias, 21 dias e 28

dias) p6s-operatorios.

As Tabelas 1 e 2 apresentam, respectivamente, 0s valores expressos em
média e erro padrdo da média, bem como a comparacdo dos grupos experimentais
dos dados histomorfométricos da densidade das fibras musculares esqueléticas
quantificada nos diferentes periodos de observacdo do processo de reparacado

tecidual. Esses dados encontram-se ilustrados no Grafico 1.
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Tabela 1 - Andlise histomorfométrica da densidade de fibras musculares esqueléticas
(um?) da &rea subjacente a exérese de lesdo quimicamente induzida em borda lateral
esquerda de lingua de hamster. Valores expressos por média = erro padrdo da

meédia. Fonte: Elaborado pelo autor (2008).

GRUPOS (n=5)
TEMPOS
BC BE CO; Nd:YAG
7 dias 2276 560 | 1068 + 134 1158 + 335 1960 + 484
14 dias 6920 + 243 | 3480 = 964 2717 + 332 3550 + 519
21 dias 7322 +553 | 6817 + 332 4949 + 747 5660 + 367
28 dias 6161 + 196 | 6446 +519 6205 + 947 4018 + 712

Os maiores valores das médias da densidade de fibras musculares
esqueléticas nos diferentes grupos experimentais estudados foram evidenciados no
grupo BC nos periodos de sete, 14 e 21 dias. No periodo de 28 dias o grupo BE foi
0 que apresentou o maior valor das médias, no entanto, este mesmo grupo, no
periodo de sete dias mostrou 0 menor valor. Nos periodos de 14 e 21 dias no grupo
CO; e, aos 28 dias, no grupo Nd:YAG é que foram observados os menores valores

das médias da densidade de fibras musculares esqueléticas (Tabela 1).
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Tabela 2 - Resultados da Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey dos dados
histomorfométricos dos grupos BC, BE, CO;, e Nd:YAG nos diferentes periodos de

observacdo. Comparacao entre os grupos. Fonte: Elaborado pelo autor (2008).

TEMPOS Comparacao/Grupos Valores de p
BC/BE p>0,05
BC/CO, p>0,05
BC / Nd:YAG p>0,05
7 dias
BE / CO, p>0,05
BE / Nd:YAG p>0,05
CO,/ Nd:YAG p>0,05
BC / BE p<0,01**
BC/CO, p<0,001***
BC / Nd:YAG p<0,01**
14 dias
BE / CO, p>0,05
BE / Nd:YAG p>0,05
CO,/ Nd:YAG p>0,05
BC/BE p>0,05
BC/CO, p>0,05
BC / Nd:YAG p>0,05
21 dias
BE / CO, p>0,05
BE / Nd:YAG p>0,05
CO,/ Nd:YAG p>0,05
BC/BE p>0,05
BC/CO, p>0,05
BC / Nd:YAG p>0,05
28 dias
BE / CO, p>0,05
BE / Nd:YAG p>0,05
CO,/ Nd:YAG p>0,05

*Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05)
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Na Tabela 2 as diferengas estatisticamente significantes na densidade das
fibras musculares esqueléticas foram evidenciadas, apenas, no periodo de 14 dias,

entre o grupo BC em relac&o aos grupos BE, CO, e Nd:YAG.
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GRAFICO 1 - Densidade de fibras musculares esqueléticas (um?) da area subjacente a
exérese da lesdo quimicamente induzida em lingua de hamster nos grupos BC, BE,
CO, e Nd:YAG nos diferentes periodos de observagdo. Comparacao entre 0s grupos.
Cada coluna representa a média de cinco animais e as barras verticais os erros padrao
da média. Fonte: Elaborado pelo autor (2008).
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Tabela 3 - Resultados da Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey dos dados
histomorfométricos dos grupos BC, BE, CO; e Nd:YAG nos diferentes periodos de

observacdo. Comparacao entre os Tempos. Fonte: Elaborado pelo autor (2008).

Grupos
experimentais Comparacgéo/Tempos Valores de p
BC7/BC14 p<0,001***
BC7/BC21 p<0,001***
BC7/BC28 p<0,001""
BC BC14/BC 21 p>0,05
BC14/ BC28 p>0,05
BC21/BC28 p>0,05
BE7 /BE14 p>0,05
BE7 / BE21 p<0,001***
BE7 / BE28 p<0,001***
BE BE14/BE21 p<0,01**
BE14 / BE28 p>0,05
BE21/BE28 p>0,05
CO,7 / CO,14 p>0,05
CO,7 / CO,21 p<0,01”
CO,7 / CO,28 p<0,001***
CO, CO,14 / COz21 p>0,05
CO,14 / CO»28 p<0,01**
C0,21/ CO,»28 p>0,05
Nd:YAG7 / Nd:YAG14 p>0,05
Nd:YAG7 / Nd:YAG21 p<0,01”
Nd:YAG7 / Nd:YAG28 p>0,05
Nd:YAG Nd:YAG14 / Nd:YAG21 p>0,05
Nd:YAG14 / Nd:YAG28 p>0,05
Nd:YAG21 / Nd:YAG28 p>0,05

*Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05)
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A Tabela 3 mostra os dados obtidos da andlise histomorfométrica na
comparacao individual dos grupos entre os periodos propostos. Os valores
expressos em media e erro padrdo da média apresentados na Tabela 1 encontram-

se ilustrados no Grafico 2.

O grupo BC mostrou diferencas estatisticas significantes entre os periodos
de sete e 14, sete e 21 e sete 28 dias pds-operatérios (Tabela 3). Dentre os quais, 0s
maiores valores das médias da densidade das fibras musculares esqueléticas foi
observado no periodo de 21 dias (Tabela 1 e Grafico 2). No grupo BE as diferencas
estatisticas na densidade das fibras musculares esqueléticas foram evidenciadas nos
periodos entre sete e 21, sete e 28 e 14 e 21 dias (Tabela 3). Verificou-se que o
maior valor das médias encontrado neste grupo foi no periodo de 21 dias (Tabela 1 e
Grafico 2). No grupo CO, constatou-se que as diferencas estatisticas ocorreram nos
periodos entre sete e 21, sete e 28 e entre 14 e 28 dias (Tabela 3), sendo que o
maior valor nas médias foi observado no periodo de 28 dias (Tabela 1 e Gréfico 2).
Ja no grupo Nd:YAG, houve diferenca estatistica significante, apenas, no intervalo
entre sete e 21 dias (Tabela 3) e, neste periodo, foi observado o maior valor nas

médias da densidade das fibras musculares esqueléticas (Tabela 1 e Grafico 2).
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GRAFICO 2 - Densidade de fibras musculares esqueléticas (um?) da area subjacente a
exérese da lesdo quimicamente induzida em lingua de hamster nos grupos BC, BE, CO; e
Nd:YAG nos diferentes periodos de observacdo. Comparacdo entre os tempos. Cada
coluna representa a média de cinco animais e as barras verticais os erros padrdo da
média. Fonte: Elaborado pelo autor (2008).
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6 DISCUSSAO

Os resultados clinico e histomorfolégico desta pesquisa evidenciaram perda
significativa da estrutura da lingua em todos os grupos estudados, nos quatro
periodos de observacdo, mostrando um processo nao regenerativo deste oOrgao.
Todavia, apesar da perda tecidual, todos 0s grupos apresentaram, clinicamente,

extensa redugédo no tamanho da ferida.

Na analise clinica deste estudo foi observado menor edema e auséncia de
sangramento nas areas tratadas com radiacdo laser de CO, e de Nd:YAG no pos-
operatorio imediato. Ao contrario do que foi verificado nos animais do grupo BC, nos
quais constatou-se presenca de edema e sangramento, no referido periodo. O
mesmo foi constatado por Luomanen, Lehto, Meurman (1988) ao analisarem a
reparacao de incisdes realizadas com bisturi convencional e radiacéo laser de CO,
em mucosa bucal de ratos. Esta caracteristica clinica de diminuicdo de edema,
observada no grupo CO,, permite sugerir que com a vantagem deste tipo de
radiacdo do selamento imediato dos vasos sanguineos, foi possivel evitar o
extravasamento de fluido e células do sangue ao espaco extracelular. Outros
autores também observaram episédios de hemorragia quando compararam feridas
provocadas com bisturi convencional, nas quais foram realizadas suturas, em
relagdo aquelas feitas com bisturi elétrico e com radiagdo laser de CO, (WALSH,
1996; PAES-JUNIOR; NICCOLI-FILHO, 2001; SINHA; GALLAGHER, 2004;
CAMACHO-ALONSO; LOPEZ-JORNET, 2007). No periodo de 14 dias, o discreto
sangramento observado na regido do reparo em lingua no grupo BC em alguns
animais pode estar, possivelmente associado a trauma de mordida e/ou

alimentacao.

O bisturi convencional € o instrumento mais comumente utilizado em incisdes
cirurgicas, apesar de apresentar desvantagens, tais como dificuldade de
visualizacdo do campo operatorio e perda sangiinea, resultantes de hemorragia
(CAMACHO-ALONSO; LOPEZ-JORNET, 2007). Entretanto, Arashiro et al. (1996)
sugeriram que incisbes realizadas utilizando-se bisturi convencional produziram
minimo trauma ao tecido adjacente e repararam mais rapidamente em comparacao
a outras ferramentas cirdrgicas. A analise clinica no presente estudo evidenciou uma

tendéncia a reparacdo tecidual mais rapida das feridas no grupo BC. Entretanto,
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histologicamente, esse aspecto relativo ao menor tempo na reparacdo deste grupo,
em comparagdo aos demais, foi observado apenas no periodo inicial. Enfatiza-se
que a utilizacdo da radiacéo laser de CO, como ferramenta para diérese de tecidos
necroticos, causa um processo de carbonizacdo das bordas cirargicas, o qual
retarda o processo de reparacao sem interferir, contudo, na reparacéo a longo prazo
e na qualidade estética (PICK; COLVARD, 1993; CATONE; ALLING, 1997,
FRIESEN et al., 1999; PAES-JUNIOR; NICCOLI-FILHO, 2001).

Na maioria dos animais do grupo Nd:YAG, aos 14 dias, foi observada
pequena depressdo central na area vaporizada; isto pode ser justificado pela maior
penetracdo deste tipo de radiacdo laser no tecido, pela perda significativa da

estrutura e, ainda, pela resposta individual de cada espécime.

O uso da radiacdo laser como ferramenta cirdrgica alternativa ao bisturi
convencional, traz grande vantagem, pois promove 0 selamento de vasos
sanguineos de até 0,5 mm e de 1 a 2 mm de diametro, utilizando-se os lasers de
CO; e de Nd:YAG, respectivamente, no exato momento em que se realiza a diérese
dos tecidos, proporcionando campo operatério limpo (FRAME, 1985; McKENZIE,
1990; PICK, COLVARD, 1993). Outra vantagem da utilizacdo da radiacdo laser em
procedimentos cirargicos deve-se ao fato desta, ao contrario do eletrocautério, nao
desencadear contracdes musculares, pois constitui um feixe luminoso e ndo um
estimulo elétrico. Além disso, permite uma boa delimitacdo das margens para
resseccao de lesdes, possibilitando uma incisdo linear nos tecidos, sendo que estes
tecidos permanecem estaticos durante todo o procedimento (PAES-JUNIOR;
NICCOLI-FILHO, 2001). Foi possivel notar clinicamente, que no periodo imediato ao
ato cirdrgico, a area de tecido carbonizado abrangia estritamente a area incisada.
Esse aspecto de limitacdo do dano concorda com os achados de Robinson et al.
(1987), os quais avaliaram a unido de tecidos moles por vaporizagdo com radiacao
laser de CO..

Especificamente para o laser de CO,, a absorcao € diretamente proporcional
a quantidade de &gua dos tecidos. Tecidos muscular, cartilaginoso e 6sseo, que
contém menor quantidade de agua, sofrem grande dano térmico, tornando o controle
da poténcia do laser um fator fundamental para a extensdo do dano (CLAYMAN;

KUO, 1997). Neste estudo, os dois tipos de radiacao laser foram utilizados em modo
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continuo, sendo possivel controlar-se a extensdo do dano térmico, seguindo os
parametros propostos por Niccoli-Filho, Sampaio e Guimaraes-Filho (2001), o que
possibilitou melhor controle da area de atuacdo, limitacdo do dano e minima

propagacédo da energia térmica aos tecidos adjacentes.

Patrocinio e Niccoli-Filho (2001) citaram que, se por um lado a utilizacdo de
uma maior poténcia contribui para menor tempo operatorio, por outro lado, causa
maior dano tecidual. A utilizacdo de poténcias adequadas, como as utilizadas nesta
pesquisa, corroboraram com o estudo realizado por Wilder-Smith et al. (1995), no
qual foi descrito que um melhor desempenho das propriedades da radiacao laser
esta relacionado a densidade de poténcia, ou seja, energia suficiente para aquecer
o tecido, que conduz a temperatura de vaporizacao, pois o tecido é vaporizado antes

que qualquer acumulo de calor seja propagado as areas adjacentes.

Durante a evolucdo do processo de reparacao tecidual da lesdo ulcerada,
induzida pelo oleato de monoetanolamina (Ethamolin®) em lingua de hamster e
tratada por bisturi convencional, bisturi elétrico, radiacédo laser de CO, e de Nd:YAG
observou-se que o mecanismo fisiopatoldégico poderia ser classificado em trés
etapas: necrética (sete dias), substituicdo (14 dias) e reparadora (21 e 28 dias). A
fase necrética se mostrou constituida por extensas areas de tecido necrético na
superficie da leséo tratada, associada a colénias bacterianas, além de edema. Na
camada subjacente, havia intenso infiltrado de células inflamatorias,
predominantemente polimorfonucleares, com presenca de tecido de granulagdo e
fibras musculares esqueléticas danificadas, as quais se encontravam permeadas
neste tecido. Observou-se também, material amorfo de aspecto hialino recobrindo a
superficie da lesdo nos animais dos grupos tratados com instrumentos térmicos,
promovendo um efeito de curativo biologico. A fase de substituicdo caracterizou-se
pela modificacdo do tecido de granulacdo por tecido conjuntivo neoformado com
aspecto desorganizado, rico em fibroblastos e intensamente vascularizado, com
predominéncia de intenso infiltrado de células inflamatérias mononucleares. Foi,
ainda, observado inicio de formacao de fibras musculares esqueléticas, sendo que
estas se encontravam permeadas por tecido conjuntivo neoformado. O material
hialino presente em alguns espécimes dos grupos BE e radiacdo laser, encontrava-

se em processo de degradacdo e foi observada presenca de células gigantes
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multinucleadas, particularmente, no grupo CO,. A reepitelizacdo foi bem evidenciada
nesta fase. A fase reparadora caracterizou-se pelo ativo repovoamento e
organizacao das fibras musculares esqueléticas neoformadas no tecido conjuntivo,
ora frouxo ora fibroso, na ténue vascularizacdo e no discreto infiltrado de células
inflamatérias mononucleares. Nesta etapa, a superficie da lesdo mostrou-se
totalmente reepitelizada e com preservacao de feixes de fibras nervosas nas areas

mais profundas.

Nesta pesquisa, verificou-se que o oleato monoetanolalmina (Ethamolin®),
substancia indutora da leséo, se disseminou pelas camadas musculares da lingua, o
gue provocou extensas areas de necrose. Este fato ocorreu devido a associagao
entre a alta toxicidade desta droga, com a agcdo mecanica durante a administracao
da mesma. Segundo Masaki et al. (1990) e Cruz-Filho et al. (2002), o oleato
monoetanolalmina, considerada substancia esclerosante, pode solubilizar as
membranas celulares e as adesdes intercelulares, aumentando a permeabilidade da
membrana endotelial, condicionando sua lesdo e posterior necrose celular e

tecidual, esta ultima, foi evidenciada na analise histomorfologica neste estudo.

No periodo de sete dias, a extensdo da area de necrose no grupo BC foi
significativamente menor do que nos demais grupos. A analise histomorfoldgica
mostrou menor dano tecidual, uma vez que ndo foi submetido aos efeitos de
termocoagulacdo e carbonizacdo da radiacdo laser e de queimadura do bisturi
elétrico (ROMANOS et al., 1999; CAMACHO-ALONSO; LOPEZ-JORNET, 2007).
Alguns autores descreveram, ainda, que as feridas provocadas por bisturi
convencional ndo causam quaisquer danos térmicos, mas permitem extravasamento
de sangue e linfa, causando uma resposta inflamatdria mais acentuada e resultando
em maior edema e formacdo de cicatrizes (FISHER et al., 1983; POGREL, 1989;
WILDER-SMITH et al.,1995). Assim também, diante dos danos teciduais provocados
pela radiacdo laser e do bisturi elétrico, outros autores constataram retardo no tempo
do processo de reparo (SMALL et al.,, 1979; LUOMANEN, 1987; LUOMANEN;
LEHTO; MEURMAN, 1988; WALSH, 1996; CATONE; ALLING, 1997; FRIESEN et
al., 1999; ROMANOS:; SIAR; TOH, 1999; PAES-JUNIOR; NICCOLI-FILHO, 2001).
Isto também foi confirmado pelos resultados da analise histomorfolégica nesta

pesquisa.
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Para Small et al. (1979), Catone e Alling (1997) e Friesen et al. (1999) o
retardo no processo de reparagdo em feridas provocadas pela radiacéo laser de
CO,, quando comparadas as incisées com bisturi convencional, ocorre devido a
presenca do tecido carbonizado, ao lento processo de reabsorcdo deste, a
diminuicdo da atividade fibroblastica, a formagcdo do tecido de granulagdo e ao
retardo no inicio da reepitelizacdo. No presente estudo, o tecido carbonizado foi
evidenciado nos periodos de sete e 14 dias, o que corrobora na justificativa do

retardo da reparacéao tecidual observado nos resultados histomorfologicos.

Nos periodos de sete e 14 dias, nos grupos tratados com radiacdo laser,
foram observadas extensas areas cruentas revestidas por espessa camada de
material amorfo de aspecto hialino. De acordo com os estudos de Thuaksuban e
Nuntanaranont (2003), Sinha e Gallagher (2003), Horch e Deppe (2005) a presenca
deste material hialino é resultante da denaturacdo das proteinas e favorece a
contracao dos tecidos. Outros autores descreveram ainda, que esta camada hialina,
de colageno denaturado, observada na superficie irradiada no inicio da reparacéo,
age como um curativo biolégico impermeavel, reduzindo o grau de irritacdo dos
tecidos envolvidos e, consequentemente, da intensidade do processo inflamatério,
atuando como barreira biomecénica para microorganismos e hemorragias (FISHER
et al.,1983; EVRARD; NAMMOUR; DOUROV; 1995; ROMANOS et al.,, 1999;
PATROCINIO; NICCOLI-FILHO, 2000; THUAKSUBAN; NUNTANARANONT, 2003;
MOROSOLLI; SCHUBERT; NICCOLI-FILHO, 2006). Todavia, Yu, Naim e
Lanzafame (1994) consideraram que este material hialino corresponde a coagulagéo
e denaturacdo das proteinas da matriz extracelular com a presenca evidente de
fatores de crescimento. Assim, esta barreira poderia também agir como material

indutor de diversas funcdes celulares.

A presenca de remanescentes de material hialino foi observada no periodo
de 28 dias no grupo CO,; a persisténcia desta estrutura hialina pode justificar o
discreto retardo no processo de reparacao tecidual, quando comparados 0S grupos
radiacdo laser. Em relacdo ao fato da lingua ser altamente vascularizada, entre os
dois lasers utilizados nesta pesquisa, o laser de Nd:YAG seria 0 instrumento de
eleicdo, uma vez que promove eficiente coagulacdo em tecidos vascularizados
devido a sua maxima absorcdo e penetracdo nestes tecidos, em virtude de seu

menor comprimento de onda (BRADLEY, 1997). O mesmo autor descreveu em seus
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estudos que os comprimentos de onda da radiacao laser CO;, e Nd:YAG sé&o 10,6
pm e 1,064 pum, respectivamente.

A reepitelizacdo foi observada na maioria dos animais em todos 0S grupos
aos 14 dias pos-operatorio, a qual mostrou-se completa no periodo de 21 dias. Este
fendbmeno néo foi bem evidenciado aos sete dias, devido a extens@o da éarea de
necrose tecidual, associada a colbnias bacterianas e aos efeitos da toxicidade da
droga indutora. Em pesquisas realizadas por Kardos, Holt e Ferguson (1989),
Fortune et al., (1998) e Romanos, Siar e Toh (1999) foi observada presenca de
tecido de granulacdo e migracdo de células epiteliais aos sete dias, ap0s incisdes
com radiacao laser de CO,. Por outro lado, Sinha e Gallagher (2003) observaram a
reepitelizacao ao final do periodo de 28 dias. Esta variacdo de tempo, em relacéo a
reepitelizacao, ratifica a hipétese de que o grau de dano tecidual pode influenciar na

ocorréncia deste fendbmeno.

De acordo com Fisher et al. (1983), a area irradiada requer um tempo maior
para a reepitelizacdo, porque a migracao celular estd comprometida pela diminui¢do
do numero de miofibroblastos causada pelo agente agressor; neste caso, a geracao
de altas temperaturas. Nas feridas provocadas por bisturi convencional, o0s
miofibroblastos sdo poucos danificados e estdo situados paralelamente a superficie.
Desta maneira, quando se contraem no sentido de seu eixo longitudinal, tracionam
as fibras colagenas e reduzem o tamanho da ferida. Por outro lado, quando se utiliza
a radiacdo laser de CO, e de Nd:YAG, observa-se diminuicdo na quantidade de
miofibroblastos, com distribuicdo aleatoria ou desorganizada, o que conduz a uma
menor contracdo da ferida. Os mesmos autores, ainda, afirmaram que este

fenbmeno nao esta totalmente esclarecido em relacdo aos tecidos irradiados.

Uma alteragéo tecidual, ndo encontrada na literatura, foi a severa atipia
epitelial, a qual foi evidenciada apenas em um animal do grupo CO, no periodo de
14 dias. Este achado pode ter ocorrido devido a uma reacao tecidual tardia do
animal em relacao aos efeitos da toxicidade da droga, apds a aplicacéo deste tipo de
radiacao laser.

Nos grupos BE, CO; e Nd:YAG, principalmente no periodo de sete dias, na
area de exérese, havia intenso infiltrado de células inflamatérias, com predominio de

polimorfonucleares na regido de superficie, assim como foram evidenciadas também
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numerosas células gigantes multinucleadas nos animais do grupo CO,. E possivel
que este fato seja relacionado a presenca de extensas &reas ulceradas e necroticas
e a presenca de colbnias bacterianas. Estes aspectos histomorfolégicos foram
também observados por Romanos, Pelekanos e Strub (1995), Liboon, Funkhouser e
Terris (1997), Romanos et al. (1999), Patrocinio e Niccoli-Filho (2000) e Sinha e
Gallagher (2003). Todavia, Camacho-Alonso e Lépez-Jornet (2007) evidenciaram
maior quantidade de células inflamatorias mononucleares no periodo de sete dias
apos utilizacédo do bisturi convencional, o que também foi constatado nos resultados

da presente pesquisa, no mesmo periodo.

Durante a evolucdo do processo de reparo verificou-se que o infiltrado
inflamatorio foi predominantemente mononuclear, a partir do periodo de 14 dias nos
grupos BC, Nd:YAG e CO.. Ainda nestes periodos iniciais, observou-se substituicdo
de tecido muscular original por tecido conjuntivo bem celularizado em todos os
grupos estudados, destacando-se a intensa vascularizagdo, principalmente, nos
grupos tratados com radiacdo laser. Portanto, a neovascularizacdo foi bem
evidenciada tanto no grupo CO, quanto no grupo Nd:YAG, principalmente nos dois
primeiros periodos de observacdo. Esses achados sugerem a possibilidade da
radiacdo laser de alta poténcia apresentar propriedade angiogénica. Diante desta
observacdo, torna-se oportuno que outros estudos complementares sejam
realizados com o auxilio da técnica de imunoistoquimica utilizando o anticorpo VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), responséavel pela proliferacdo de células

endoteliais e formacédo de vasos sangtineos.

No periodo de 28 dias foi verificado que havia, ainda, presenca significativa
do tecido conjuntivo fibroso nos grupos BE, CO, e Nd:YAG, quando comparados
com o grupo BC. As caracteristicas histomorfologicas deste tipo de tecido
determinam uma diminui¢cdo na contracao da ferida e, consequentemente, limitagao
da funcéo deste 6rgdo, o que também foi observado por diversos autores (EVRARD;
NAMMOUR; DOUROV, 1995; LIBOON; FUNKHOUSER; TERRIS, 1997; ZEINOUN
et al., 2001; FREITAS et al., 2002). Dentre estes grupos, a celularidade observada
no tecido conjuntivo foi mais expressiva nos animais do grupo CO,. Este fato pode
ser justificado devido este tipo de radiagdo laser reduzir a producdo de fibras
colagenas o que confirma os resultados encontrados por Fisher et al. (1983) e
Romanos, Siar e Toh (1999).
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E importante salientar que nos grupos tratados com bisturi elétrico e radiacéo
laser foram observadas numerosas fibras musculares em processo de degeneragao
ou com alteracdo estrutural, localizadas principalmente subjacentes ao tecido
conjuntivo neoformado. Esta alteracdo pode ser justificada pela intensa absorcdo de
energia no local tratado. Possivelmente, esta energia tenha se dissipado facilmente
para as regides mais profundas, em razdo da presenca de extensas areas de tecido
necrotico na superficie da lesdo. Esta hipétese esta baseada nas observacdes de
WELCH et al. (1989) e CAREW et al. (1998) que quanto maior for o poder de
absorcdo de energia da radiagcéo laser pelos tecidos, menores serdo os danos nas
areas adjacentes (WELCH et al., 1989) e o grau deste dano é dependente do tipo de
tecido irradiado (CAREW et al., 1998).

Em relacdo a distribuicdo e organizacao das fibras musculares esqueléticas
formadas, foi notério que o grupo BC mostrou maior expressividade na comparacao
com os demais grupos nos periodos de sete, 14 e 21 dias. Além disso, foi verificado
aumento progressivo na densidade das fibras musculares em todos os grupos nos
periodos propostos. Entretanto, a andlise histomorfométrica identificou diferenca
estatisticamente significante na densidade das fibras musculares esqueléticas
formadas somente no periodo de 14 dias nos animais do grupo BC, quando
comparado com os grupos BE (p<0,01), CO, (p<0,001) e Nd:YAG (p<0,01). E
provavel que este fato seja devido ao grande dano tecidual ocorrido nos periodos
iniciais do tratamento, o qual foi potencializado pelos efeitos indesejaveis do bisturi
elétrico e de ambos os tipos de radiacdo laser. Essa constatacdo, em relacdo ao
dano tecidual, foi também comprovada histologicamente por Small et al. (1979),
Fisher et al. (1983), Clayman e Kuo (1997), Fortune et al. (1998) e Friesen et al.
(1999).

Diante do exposto, ressalta-se que os resultados clinicos, histomorfolégicos,
assim como a estatistica da histomorfometria obtidos no presente estudo incentivam
a continuidade desta linha de pesquisa para que, cada vez mais, se alcance
melhores conhecimentos, principalmente, dos efeitos dos diferentes tipos de
radiacdo laser de alta poténcia sobre os mecanismos do processo de reparo
tecidual, conduzindo a diminuicdo do tempo necessario ao restabelecimento da

funcao e objetivando maior conforto ao paciente.
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7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia utilizada e com base nos resultados obtidos

foi possivel concluir que:

¢ Na analise clinica da evolucdo do processo de reparacdo observou-se
area tratada completamente reparada no periodo de 21 dias em todos

0S grupos;

e Na andlise histomorfolégica, as fibras musculares esqueléticas
apresentaram melhor organizacdo e a dindmica do processo de

reparacao tecidual foi mais rapida no grupo bisturi convencional;

e Entre os grupos radiacdo laser, a organizacdo tecidual foi melhor
observada no grupo radiacéo laser de Nd:YAG e, a vascularizagdo, no

grupo radiagao laser de COa,.

¢ A densidade de fibras musculares esqueléticas neoformadas aumentou
significativamente no grupo bisturi convencional quando comparado
com 0s grupos bisturi elétrico, radiacdo laser CO, e radiacdo laser

Nd:YAG, no periodo de 14 dias;

e Houve aumento progressivo da densidade de fibras musculares
esqueléticas neoformadas durante a evolucdo do processo de

reparacao tecidual em todos os grupos.
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ANEXO A — Carta de solicitagao ao Prof. Titular Dr. Walter Niccoli Filho para
colaboracdo na execucao da parte experimental desta pesquisa
na FOSJC - UNESP.

rags. Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
YD FACULDADE DE ODONTOLOGIA
POS-GRADUAGAO

Of. PGO 426/06 Porto Alegre, 21 de setembro de 2006.

Prezado Professor:

Vimos solicitar vossa colaboragio para execugéo
da parte experimental do projeto de pesquisa intitulado “Analise histomorfométrica
da reparagdo em lingua com necrose induzida submetida a tratamento cirtrgico:
estudo em hamsteres“, de Aline Rose Cantarelli Morosolli, aluna do doutorado em
Odontologia, area de Estomatologia Clinica. De forma simplificada, o estudo
prevé a avaliagdo da reparagdo tecidual relacionando-se os aspectos clinicos e
analise histomorfométrica do tratamento cirargico de necrose induzida em borda
lateral de lingua de hamsteres utilizando-se os métodos bisturi convencional,
bisturi elétrico e radiagdo laser de Nd:YAG e de CO,. Os animais serdo
sacrificados nos tempos 7, 14, 21 e 28 dias pos-cirargicos. Contamos com vossa
disponibilidade para dar seguimento a referida pesquisa. Ressaltamos que os
trabalhos contardo com a vossa autoria, bem como a co-participagdo da FOSJC —
UNESP.

Na oportunidade, reiteramos nossos protestos de
estima e consideragdo.

Atenciosamente,
e 7 /
e /4/ /ﬂa%/ M) oo e
Prof. Marcos Tuluﬂvlaznm Carvalho Profa. Dra. Nilza Pereira da Costa
/, ; ‘Difetor Coordenadora Programa de

P6s-Graduagdo em Odontologia

Ilmo. Sr.

Prof. Titular Walter D. Niccoli Filho
Departamento de Biociéncias e Diagnéstico Bucal
Disciplina de Semiologia

Faculdade de Odontologia da FOSJC - UNESP

Campus Central
PlJC' Av. Ipiranga, 6681 - P. 06 - sala 209 - CEP: 90619-900
| Fone: (51) 3320-3538 - Fax (51) 3320-4103
E-mail: odontologia-pg@pucrs.br
www.pucrs.br/odonto/pos
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ANEXO B - Carta-resposta do Prof. Titular Dr. Walter Niccoli Filho referente a

solicitacdo para colaboragéo na execucao da parte experimental desta
pesquisa na FOSJC- UNESP.

\)\pADE Dso
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",\ ! 6; GRUPO ACADEMICO DE ESTUDOS E PESQUISAS COM

4

©u0s pos P LASER NA ODONTOLOGIA
S&o José dos Campos, 23 de outubro de 2006
IIma. Sra.

Profa. Dra. Nilza Pereira da Costa
MD Coordenadora do Curso de Pés-Graduagdo
FO-PUCRS

Prezado Professora

Em resposta ao oficio PGO 426/06 datado de 21/09/2006 enviado por V.Sa.,
venho informar que, com prazer, coloco a disposigao da aluna Aline Rose Cantarelli
Morosolli todo suporte clinico, técnico e didatico para que a mesma desenvolva a
parte experimental do Projeto de Pesquisa intitulado “Andlise histomorfométrica da
reparacdo em lingua com necrose induzida submetida a tratamento cirtrgico:

estudo em hamsteres” sob nossa responsabilidade.

Desde ja me coloco a disposicdo no sentido de dirimir quaisquer ddvidas e
aproveito a oportunidade para enviar-lhe meus protestos de consideragado e respeito.

———Atenciesamente
g iosamente,

el )
= e e al e
Prof. Titular Walter Niccoli Filho

Coordenador

AV. ENG. FRANCISCO JOSE LONGO No 777 - CEP 12245-000 - SAO JOSE DOS CAMPOS - SP
PABx (012) 39479078 - FAX (012) 39479010

email: niccoli@fosjc.unesp.br
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ANEXO C - Documento comprobatério da aprovacdo da pesquisa pela Comisséo
Cientifica e de Etica da FOSJC - UNESP.

AVA
unes AVG%Y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
P CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS

Av. Eng. Francisco José Longo, 777 — Jd. SioDimas FACULDADE DE ODONTOLOGIA
CEP 12201970 — F. (12)3947-9028
Fax (12) 30479010 / sucly@fosjc.unesp.br

CERTIFICADO

" Comité de Etica em Pesquisa-Local

CERTIFICAMOS, que o protocolo n° 021/2006-PA/CEP,
sobre “Andlise histomorfométrica da reparacdo em lingua com
necrose induzida submetida a tratamento cirtirgico: Estudo em
Hamsters”, sob a responsabilidade de WALTER DOMINGOS NICCOLI
FILHO, estda de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacido Animal
(COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Séao José dos Campos, 19 de setembro de 2006.

( Qf(;\\ /] T
Profa. Dra. Suely Carvalho Mutti Naressi
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa-Local




ANEXO D - Documento comprobatério da aprovacdo da pesquisa pela Comissao
Cientifica e de Etica da FOPUCRS.

% Comissdo Cientifica e de Etica
.  Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 14 de novembro de 2006
O Projeto de: Pesquisa
Protocolado sob n°: 0089/06
Intitulado: Andlise histomorfométrica da reparag@o em lingua com
necrose induzida submetida a tratamento cirurgico: estudo em
hamsteres

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Elaine Bauer Veeck
Pesquisadores Associados: Aline Rose Cantarelli Morosolli

Nivel: Doutorado

Foi aprovado pela Comissio Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em 10 de novembro de 2006.

Este projeto devera ser imediatamente encaminhado ao CEP/PUCRS

Profa. Dra.Marilia Gerharét de Oliveira
Presidente da issdo Cientifica e de Etica da
Faculdadé de Odontologia da PUCRS

Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: odontologia-pg@pucrs.br

90619-900
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ANEXO E - Documento comprobatério da aprovagdo da pesquisa pelo Comité de Etica
em Pesquisa da PUCRS.

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio 0076/07-CEP Porto Alegre, 15 de janeiro de 2007.
Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo de pesquisa, registro CEP 06/03494, intitulado:
‘Analise histomorfométrica da reparagdo em lingua com necrose induzida

submetida a tratamento cirtrgico: estudo em hamsters”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da
presente data.

Relatérios parciais e final da pesquisa devem ser
encaminhados a este CEP.

Atenciosamente,

Prof. Dr. JZS erto @Goldim

limo(a) Sr(a)
Profa Dra Elaine Bauer Veeck
N/Universidade

Campus Central
mcsig Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000
I |Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
www.pucrs.br/prppg/cep



